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Introduction: Les cadres de lectures alternatifs (CLA) sont utilisés par de multiples virus afin de 
générer plusieurs protéines à partir d'une seule séquence nucléotidique. Les épitopes dits « 
cryptiques », c’est-à-dire les épitopes dérivés de protéines codées dans des CLAs, ont étés 
dernièrement l’objet de différentes études portant sur la réponse immunitaire antivirale et les 
lymphocytes T cytotoxiques. 
Méthodologie: Afin de vérifier le potentiel immunogène d'épitopes encodés dans des CLAs 
programmés, trois cassettes ont été construites pour mener à l'expression de trois épitopes bien 
caractérisés (épitope GAG77–85 du virus de l'immunodéficience humaine de type 1; épitope 
NS31406-1415 du virus de l'hépatite C; épitope core18-27 du virus de l'hépatite B) à partir de trois 
cadres de lectures superposés. La première cassette permet une initiation alternative de la 
traduction, la deuxième comprend deux signaux bipartites en tandem permettant un frameshift 
ribosomique et la troisième est une cassette contrôle. Ces éléments ont été introduits dans des 
vecteurs adénoviraux. Les virions générés ont servi à immuniser des souris C57BL/6 
transgéniques pour HLA-A*0201 et HLA-DR1. La réponse immunitaire induite une semaine 
post-immunisation a été mesurée par essai ELISpot IFNγ.  
Résultats: Dans le contexte de cassettes vaccinales, les peptides dérivés d'une initiation 
alternative de traduction et de changement de cadre de lecture ribosomique ribosomal peuvent 
être exprimés et détectés par le système immunitaire dans un modèle animal.  
Conclusion: Ces expériences suggèrent la possibilité de développer de nouvelles stratégies 
vaccinales dans le but de prévenir ou de guérir certaines maladies associées aux infections virales 
chroniques telles que celles causées par le virus de l’immunodéficience humaine et le virus de 
l’hépatite C. 






Introduction: Alternative reading frames (ARFs) are used by multiple viruses in order to 
generate different proteins from a single nucleotide sequence. Cryptic epitopes, which comprise 
antigens derived from proteins encoded in ARFs, have recently been the focus of studies 
pertaining to antiviral immunity and cytotoxic T lymphocytes. 
Methodology: In order to verify the immunological potential of epitopes encoded in 
programmed ARFs, three cassettes were constructed to permit the expression of three well-
described epitopes (GAG77–85 epitope of human immunodeficiency virus type 1; NS31406-1415 
epitope of hepatitis C virus; core18-27 epitope of hepatitis B virus) from three overlapping reading 
frames. The first cassette permits alternative translation initiation, the second cassette includes 
signals inducing ribosomal frameshifting and the third cassette serves as a control. These 
elements were introduced into adenoviral vectors. Recombinant adenoviruses were used to 
immunize C57BL/6 transgenic mice expressing HLA-A*0201 and HLA-DR1. The immune 
response induced was measured one week following immunization using IFNγ ELISpot assays.  
Results: In the context of vaccine cassettes, peptides derived from alternative translation 
initiation and ribosomal frameshifting can be expressed and detected by the immune system in an 
animal model.  
Conclusion: These findings suggest the possibility of designing vaccination strategies in the 
hope of preventing or curing certain diseases associated with chronic viral infections, such as 
those caused by human immunodeficiency virus and hepatitis C virus. 
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1 - INTRODUCTION 
1.1. Historique 
 D'après les artéfacts humains les plus anciens, on estime que les premières pratiques 
« vaccinales » datent du 10e siècle. Les Chinois tentaient d'immuniser les individus dits 
susceptibles contre la variole par inoculation. À l'aide d'un morceau de coton, un frottis des 
lésions était préparé et ensuite déposé à proximité des conduits nasaux de l'individu (Gross et 
Sepkowitz, 1998). Récemment, certaines évidences montrent que les « immunisations sociales » 
ne sont pas propres à Homo sapiens. Les fourmis Lasius démontrent une « inoculation » active 
des membres de la colonie (Konrad et al., 2012). Ainsi, ces comportements sociaux, tant chez les 
humains que chez les fourmis, garantissent une certaine protection contre des agents pathogènes 
et assurent la survie de l'espèce. Les avancements en immunologie des derniers siècles ont 
certainement influencé les approches vaccinales. Ces progrès ont donné naissance à une 
multitude de prophylaxies qui ont permis de préserver et d'améliorer la santé publique.  
 L'histoire moderne de la vaccination connait ses débuts en 1796 à travers Edward Jenner, 
pionnier du premier vaccin contre la variole. En 1881, Louis Pasteur établit le premier vaccin 
contre Bacillus anthracis. Quatre ans plus tard, avec l'aide de son collègue Émile Roux, ils 
développent un vaccin contre la rage. On voit subséquemment une prolifération de vaccins 
développés à partir des années 1920. Parmi tant d'autres (Figure 1.1), on mentionne celui contre 




Figure 1.1: Vaccins développés depuis 1796  
 
 
Les progrès en vaccinologie depuis la fin du 18
e
 siècle sont mis en évidence (tirée de Zepp, 2010). 
 Ces progrès en vaccinologie ont bouleversé la condition humaine. Durant le 18e siècle, la 
variole causait près de 400 000 décès par année en Europe (Hays, 2005). Suite aux vastes efforts 
d'éradication et aux multiples campagnes de vaccination, le virus fait sa dernière victime en 
1977. Avant le vaccin contre la rougeole, on disait que l'incidence était grande à un point où elle 
était « inévitable comme la mort et les taxes » (Babbott et Gordon, 1954). Près de quarante ans 
suite à l'introduction du vaccin, la maladie est dite « éradiquée » aux États-Unis (Katz et 
Hinman, 2004). D'autre part, une initiative globale pour l'éradication de la poliomyélite 
entreprise par l'Organisation mondiale de la santé a débuté en 1988. Depuis, l'incidence a été 
réduite de 350 000 cas à 2 000 en 2005 (CDC, 2006). Aujourd'hui, ces succès motivent les 
poursuites des combats contre les épidémies de notre époque. 
  Parmi ces épidémies, deux des plus dévastatrices canaliseront notre attention: celle du 
virus de l'immunodéficience humaine (VIH) et celle du virus de l'hépatite C (VHC). Ces virus 
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ont tous les deux une histoire assez récente, mais ont tout de même provoqué des pertes 
humaines plus que considérables.  
 On raisonne que la genèse du VIH-1, lentivirus de la famille des Retroviridae, a été le 
fruit d'une transmission de virus de l'immunodéficience simienne (VIS) du chimpanzé à 
l'humain. Cet événement aurait eu lieu au début du 20e siècle en Afrique centrale (Worobey et 
al., 2008). Les premières observations décrivant une infection par ce virus datent de 1981, 
lorsque des patients américains se sont présentés avec des symptômes concordants avec une 
immunodéficience acquise (Junqueira et al., 2011). Ce n'est qu'en 1983 que deux groupes 
indépendants, celui de Robert Gallo et de Luc Montagnier, déclarent dans la même édition de 
Science qu'un nouveau rétrovirus (appelé HTLV-III par Gallo et LAV par Montagnier) était 
l'agent causateur du SIDA (Barre-Sinoussi et al., 1983; Gallo et al., 1983). Depuis sa découverte, 
le VIH a causé plus de 25 millions de décès (Cohen et al., 2008). 
 Certaines données proposent que le VHC, hépacivirus de la famille des Flaviviridae, soit 
apparu en Guinée-Bissau il y a plus de 500 ans et ait été disséminé globalement via le commerce 
d'esclaves (Markov et al., 2009). Cependant, ce n'est que récemment qu'il a été discerné. Dans 
les années 70, l'équipe de Harvey J. Alter a démontré que les hépatites qui survenaient suite aux 
transfusions n'étaient pas majoritairement causées par les virus de l'hépatite A et B (Feinstone et 
al., 1975 ; Holland et Alter, 1981). Durant la décennie suivante, les efforts ont échoué à identifier 
l'agent infectieux et il a donc été surnommé le virus de l'hépatite non-A non-B. Suite à une 
collaboration entre Michael Houghton et ses collègues, un test diagnostique a été développé, ce 
qui a permis d'identifier le virus en 1989 (Choo et al., 1989). À cette époque, on sous-estimait 
ses effets tout en supposant qu'il n'affectait qu'une population d'usagers de drogues et de 
récipiendaires de produits sanguins, et ce, dans les pays développés (Lavanchy, 2011). 
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Cependant, ces suppositions étaient erronées. On réalise maintenant que le VHC est un problème 
global qui requiert une logistique formidable pour prévenir les infections et contrôler leur 
étendue. Le virus est la cause de 350 000 décès par année (Ford et al., 2012). 
1.2. Actualités 
 On estime qu'environ 34 millions d'individus vivent avec le VIH, ce qui inclut près de 3.4 
millions d'enfants âgés de moins de 15 ans (Figure 1.2). En 2010, il y a eu 2.7 millions de 
nouvelles infections (OMS, 2011). Mondialement, le taux annuel de nouvelles infections par 
année continue à diminuer, mais les chiffres varient énormément dépendamment des régions. On 
estime que près de 2 millions d'individus sont décédés des complications liées au SIDA cette 
dernière année, dont 250 000 enfants de moins de 15 ans. Dans les pays à faibles et moyens 
revenus, plus de la moitié de ceux qui sont éligibles au traitement n'en reçoivent pas (OMS, 
2011). 




La prévalence mondiale du VIH est représentée en pourcentages. Le virus cause des dommages sévères dans 
plusieurs régions du monde (tirée de ONUSIDA, 2010). 
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 Pour ce qui est du VHC, on évalue que 2 à 3% de la population mondiale est infectée, ce 
qui pourrait représenter jusqu'à 170 millions de personnes (Figure 1.3). Près de la moitié de 
ceux-ci (83 millions) se retrouvent en Asie, suivi par l'Afrique avec 28 millions (Lavanchy, 
2011). Par ailleurs, aux États-Unis, les coûts annuels liés à la maladie atteindraient 600 millions 
de dollars (Moyer et al., 1999), et on évalue que pour la prochaine décennie, une somme totale 
de 184 milliards de dollars devra être dépensée (Shah et Wong, 2006). Ces chiffres sont 
alarmants vu qu'un peu plus de 5 millions de personnes sont infectées par le VHC aux États-
Unis, ce qui représente moins de 3% de la population vivant avec le virus. Au Canada, on prévoit 
que les coûts grimperont jusqu'à 153 millions de dollars annuellement d'ici 2040 (El Saadany et 
al., 2005).  
 




La prévalence mondiale du VHC est représentée en pourcentages. Le virus cause des dommages sévères dans 
plusieurs régions du monde (tirée de Lavanchy, 2011). 
 
 Les traitements pharmaceutiques sont hors de portée pour la majorité des patients. Les 
coûts économiques et sociaux associés sont immenses. Les traitements postinfection ne sont que 




 Le VIH et le VHC partagent plusieurs voies de transmission communes. En général, on 
trouve ces virus dans plusieurs fluides corporels (sang, sperme, sécrétions vaginales, lait 
maternel). Cependant, il existe des différences quant aux risques de transmission associés à 
chacune de ces voies. On considère que la transmission sexuelle est la principale route de 
transmission du VIH. Le VHC peut aussi se transmettre de cette manière, cependant le risque est 
distinctement moins élevé (Tohme et Holmberg, 2010). La transmission mère-enfant est plus rare 
pour les deux virus, mais elle reste considérable (De Cock et al., 2000; Mazza et al., 1998) . En 
fait, elle représente un volet important des campagnes de prévention et de dépistage. Le VIH se 
transmet par le lait maternel (Nduati et al., 2000), contrairement au VHC où le risque semble 
négligeable (Polywka et al., 1999). Par ailleurs, les transfusions de produits sanguins posent un 
risque majeur de transmission du VHC. Cependant, les mesures préventives prise par les 
responsables de la santé publique il y a 20 ans ont réduit ces risques, du moins dans les pays 
développés. Le VHC se dissémine majoritairement à travers le partage des seringues lors de 
l'administration de drogues par voie intraveineuse ou même lors de pratiques médicales dans les 
pays en voie de développement (Paintsil et al., 2010). Il se propage aussi lors de l'utilisation 
d'instruments non stérilisés servant aux tatouages ou autres procédés similaires, qui sont 
inévitablement des pratiques à haut risque même pour le VIH. Subséquemment, dû aux voies de 
transmissions semblables, jusqu'à un tiers des individus infectés par le VIH sont co-infectés par 
le VHC (Hernandez et Sherman, 2011).  
1.4. Pathologie 
 L’infection par le VIH cause une destruction progressive du système immunitaire, 
principalement par  l’élimination des lymphocytes T CD4+. Ultimement, le résultat de l’infection 
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chronique est le SIDA, qui se traduit par l’apparition d’une panoplie de complications, dont le 
développement d’infections opportunistes et de certains cancers. Le virus cause aussi des 
dommages directs à certains organes, comme à la substance blanche cérébrale chez près de la 
moitié des infectés (Gongvatan et al., 2009) et aux reins chez une grande proportion des 
individus (Maggi et al., 2012). La période de temps entre l’infection et la mort s’étale entre 6 
mois et plus de 15 ans (Lucas, 2002). 
 L’infection par VHC devient chronique chez 80% des individus infectés (Nelson et al., 
2011). Cette persistance découle en partie d’une faible réponse immunitaire de la part des 
cellules CD4+ et CD8+ durant les premières phases de l’infection (Thimme et al., 2001). Des 
dommages au foie se présentent durant la phase chronique (Heydtmann et Adams, 2009). Ces 
lésions découlent d’une inflammation locale non spécifique, qui provoque principalement les 
cellules stellaires hépatiques à démarrer un processus de fibrogenèse (Pawlotsky, 2004). Une 
cirrhose en découle chez 15 à 30% de ces individus. Ceux-ci sont à haut risque de développer un 
carcinome hépatocellulaire. En effet, il survient chez 1 à 3% de ces patients chaque année 
(Rosen, 2011). 
1.5. Traitement 
 Les traitements disponibles contre le VIH se résume ultimement à l'utilisation de 
combinaisons de molécules antirétrovirales (Maltêz et al., 2011).  Le traitement standard d'une 
infection chronique par le VHC est l'administration d'interféron alpha pegylé par injection sous-
cutanée et de ribavirine par voie orale. La durée du traitement est déterminée par le génotype 




2 - VIROLOGIE DU VIH 
2.1. Structure 
 Le VIH se présente sous une forme sphérique d'un diamètre d'environ 125 nm (Figure 
1.4). L'enveloppe virale est composée d'une double couche lipidique extraite de la membrane de 
cellules humaines au moment de la sortie du virion nouvellement assemblé. Elle est tapissée 
d'environ une dizaine de trimères constitués de molécules virales complexes appelées env (Finzi 
et al., 2010 ; Zhu et al., 2003). Celle-ci est un hétérodimère sous-structuré en glycoprotéine 
externe (gp120) connectée à une glycoprotéine (gp41) ancrée dans l'enveloppe virale. La 
bicouche lipidique est supportée par des protéines de la matrice (MA). Le tout entoure une 
capside conique (CA) qui renferme l'intégrase (IN), la protéase (PR), la transcriptase inverse (RT) 
et une double copie de l'ARN génomique viral couplé à la nucléocapside (NC). 
Figure 1.4: Structure du virion VIH 
 





 Le génome du VIH est flanqué de LTRs et encode des protéines majeures structurales et 
non structurales (Figure 1.5). À partir du 5', on localise gag (codant pour MA, CA, NC, p6, p1 et 
p2), pol (codant pour PR, RT et IN) et env (codant pour gp41 et gp120). Le génome de 9.7kb 
exprime aussi des protéines accessoires (VIF, VPR, VPU, TAT, REV et NEF). 
Figure 1.5: Génome du VIH 
 
Le génome du VIH est représenté schématiquement avec les différents sites de clivagepar PR (adaptée de 
Gasteiger et al., 2003). 
 
2.3. Réplication 
 Le cycle de réplication du VIH-1 débute par des interactions spécifiques de haute affinité 
entre gp120 et le récepteur CD4, glycoprotéine qui caractérise une sous-classe de lymphocytes T 
(Figure 1.6). Un changement de conformation en découle pour gp120, ce qui augmente l'affinité 
pour le corécepteur, soit le récepteur chimiokine CXCR4 ou CCR5 (De Clercq, 2007). Suite à 
ces multiples interactions, un changement de conformation de gp41 est incité, déclenchant ainsi 
la fusion membranaire. Une fois la capside virale internalisée et le contenu déversé dans le 
cytoplasme, il y a formation d'un complexe de transcription inverse qui convertit l'ARN 
génomique en double brin d'ADN par l'entremise de la RT, suivi d'un complexe de pré-
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intégration (De Clercq, 2007). Le double brin d'ADN nouvellement formé est transporté dans le 
noyau et ensuite intégré dans le génome de la cellule à l'aide de l'activité catalytique de IN. Sous 
la forme « provirus », cet ADN viral agit comme un gène cellulaire. Il sert de matrice pour la 
synthèse des ARNs viraux, où les LTRs servent de sites d'initiation de la transcription. La 
transcription est régulée par des protéines accessoires, notamment par TAT qui augmente 
l'activité transcriptionnelle et REV qui permet un transport efficient des ARNs viraux vers le 
cytoplasme. Suite à la synthèse des protéines virales, gag s'engage pour permettre l'assemblage et 
la sortie du virus. La maturation se conduit grâce à l'activité de PR qui clive les polyprotéines 



















Figure 1.6: Cycles de réplication du VIH  
 
Les différentes étapes du cycle de réplication du VIH sont illustrées. Le cycle débute par l'adsorption d'un virion 
infectieux et une fusion membranaire afin de déverser le contenu de la capside virale à l'intérieur du cytoplasme. 
La transcription inverse est déclenchée pour permettre l'intégration du provirus au sein de l'ADN de la cellule hôte. 
La transcription des ARNs viraux mène à la production de protéines virales et de copies du génome. Suite à la 
production des différentes composantes, il y a assemblage et sortie du virus (adaptée de De Clercq, 2007). 
 
2.4. Diversité 
 Le VIH peut être catégorisé en 2 types majeurs nommés VIH-1 et VIH-2.  Le VIH-1 est 
la souche virale la plus commune et la plus virulente. Elle serait reliée aux virus simiens 
infectants les gorilles et les chimpanzés, tandis que le VIH-2 serait lié à ceux infectants les singes 
mangabey (Sharp et Hahn, 2011). Le VIH-1 est subdivisé en plusieurs groupes (M, N, O et P). 
Près de 90% de toutes les infections VIH sont attribuées au groupe M, lui-même fragmenté en 
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clades (Figure 1.7). Les clades sont phylogénétiquement classifiés sur la base des différences 
retrouvées au niveau des séquences nucléotidiques (Hemelaar, 2012). 
 
Figure 1.7: Répartition des clades du VIH-1 groupe M (%) 
 
Les infections VIH sont majoritairement causées par des virus du groupe M (tirée de Spira et al., 2003).  
 
3 - VIROLOGIE DU VHC 
3.1. Structure 
 
 Le VHC présente aussi une bicouche lipidique d'origine cellulaire (Figure 1.8). Celle-ci 
intègre les glycoprotéines virales E1 et E2 qui forment des hétérodimères non covalents (Bianchi 
et al., 2011). La membrane entoure un icosaèdre protéique, composé de core, renfermant le 
génome viral. Le virion est assemblé pour donner une particule sphérique de 60 nm de diamètre 
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(Gastamina et al., 2010). La composition lipidique des particules VHC est unique. Une étude en 
particulier démontre que ces virions contiennent 9 différents classes de lipides et 77 espèces 
lipidiques. Les molécules prédominantes sont les esters de cholestérol (Merz et al., 2011). 
 
Figure 1.8: Structure du virion VHC 
                    
La structure du virion VHC est représentée schématiquement (adaptée de Gasteiger et al., 2003). 
 
.2. Génome 
 Le génome du VHC consiste en une molécule d'ARN d'approximativement 9.6kb, 
caractérisée par un cadre de lecture ouvert qui est traduit en une polyprotéine d'environ 3 000 
acides aminés (Figure 1.9). Celle-ci est manœuvrée par des éléments cellulaires et viraux (les 
protéases NS2-3 et NS3-4A) pour donner naissance aux protéines structurales (core, E1 et E2) et 
non structurales (p7, NS2-3, NS3, NS4A, NS4B, NS5A et NS5B).  
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Figure 1.9: Génome du VHC 
 
Le génome du VHC est représenté schématiquement avec les différents sites de clivage des peptidases et 
protéases virales (tirée de Rice, 2011). 
 
3.3. Réplication 
 Le VHC est souvent associé aux lipoprotéines du sérum. Celles-ci semblent jouer un rôle 
crucial quant à l'entrée du virus. Initialement, les facteurs LDLRs, SR-B1, CD81 et les 
glycosaminoglycans, retrouvés à la surface de l'hépatocyte, permettent l'attachement du virus à la 
cellule cible (Ploss et Dubuisson, 2012). Les molécules CLDN-1 et OCLN, retrouvées aux 
jonctions serrées, sont essentiels pour l'entrée (Figure 1.10). Le virus est ainsi transporté dans le 
cytosol, via endocytose clathrine-dépendante, où il y a relâche de la nucléocapside. Suite à la 
traduction du génome viral, les produits formés restent associés aux membranes intracellulaires. 
Les protéines non structurales (dont NS5B ARN polymérase ARN-dépendante), forment la 
machinerie réplicative nommée réplicase. Cette réplicase copie l'ARN génomique en un 
intermédiaire sens négatif qui sert comme matrice pour générer des copies sens positif du 
génome. Ces copies sont utilisées pour des rondes subséquentes de traduction et pour 
l'incorporation dans les virions. Le VHC utilise la voie de production de lipoprotéines pour 
l'assemblage et pour permettre la sortie des particules virales (Ploss et Dubuisson, 2012).     
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Figure 1.10: Cycle de réplication du VHC 
 
Les différentes étapes du cycle de réplication du VHC sont illustrées. Le cycle débute par l'attachement d'un virion 
infectieux sur la cellule cible suivi de l'entrée virale (A). Une endocytose clathrine-dépendante permet de 
translocer le virion à l'intérieur de la cellule (B). Après l'acidification de l'endosome et la fusion de celle-ci avec 
l'enveloppe virale, la nucléocapside est relâchée à l'intérieur du cytoplasme (C). Il y a traduction et clivage de la 
polyprotéine (D). La réplicase copie l'ARN génomique (E). Les complexe de réplication se déroulent au niveau des 
membranes intracellulaires. . Le VHC utilise la voie de production de lipoprotéines pour l'assemblage (F) et pour 
permettre la sortie des particules virales (G) (adaptée de Ploss et Dubuisson, 2012). 
 
3.4. Diversité 
 La comparaison des séquences nucléotidiques du VHC acquises de patients infectés et de 
régions géographiquement distinctes a révélé l'existence de 7 groupes majeurs (Nakano et al., 
2012). En moyenne, ils diffèrent sur 30% à 35% de la séquence génomique. Ces différences sont 
particulièrement concentrées dans les gènes E1 et E2. Chacun de ces groupes contient une série 
de sous-types qui se distinguent sur 20% à 25% du génome (Figure 1.11). Comme le VIH, il 
existe des associations entre les génotypes VHC et les régions géographiques (Simmonds, 2004).  
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Figure 1.11: Évolution et répartition des génotypes VHC 
 
 
L'évolution des génotypes VHC sont représentés. Le groupe 7 ne figure pas dans le shémas (adaptée de Simmonds 
et al., 2005). 
 
4 - IMMUNITÉ 
4.1. Immunité innée 
4.1.1. PRR (pattern recognition receptor) 
 De multiples cytokines et chemokines sont produites par plusieurs cellules différentes 
lors d'une infection virale. Notamment, les interférons de type I (INFα et INFβ) sont les 
principales cytokines antivirales. En contraste avec les interférons de type II (INFγ), produits 
exclusivement par les cellules T et les cellules NK, les interférons de type I peuvent être sécrétés 
par toutes les cellules nucléées en réponse à une infection virale (Koyoma et al., 2008). 
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L'expression des INFs de type I est régulée par des voies de signalisation activées par des 
récepteurs qui reconnaissent des motifs moléculaires microbiens tels que les acides nucléiques 
viraux. Ces récepteurs, désignées pattern recognition receptors (PRR), permettent 
essentiellement la détection de signaux de danger. Il existe différents PRR, dont les Toll-like 
receptors (TLR), les RIG-I-like receptors (RLR) et les NOD-like receptors (NLR). 
 Plusieurs virus utilisent les voies endocytaires pour permettre l'infection et la 
dissémination. Ceux-ci sont donc surveillés par des TLR endosomaux. Parmi ces TLR, on trouve 
le TLR7 et le TLR9. Ces senseurs s'activent lors de la reconnaissance d'acides nucléiques. TLR7 
est actionné en présence d'ARN viral (Beignon et al., 2007) en reconnaissant des séquences 
riches en GU ou AU de virus à simples brins comme le VIH. Le TLR9 reconnait les doubles 
brins d'ADN viral  et l'ADN non méthylé possédant un motif CpG (Lund et al., 2003). Ces TLR 
sont hautement exprimés dans les pDCs, cellules connues pour être de grandes productrices 
d'INF de type I en réponse à une infection virale. Il existe aussi des récepteurs intracellulaires, les 
RLRs, qui surveillent la présence d'ARN viral au niveau du cytoplasme. Parmi ceux-ci, on trouve 
RIG-I, MDA-5 et RLR-3. RIG-I se lie à l'ARN simple brin triphosphorylé en 5' et à de petits 
fragments d'ARN double brins. En contraste, MDA-5 reconnait préférentiellement des fragments 
plus longs d'ARN double brins (Thompson et al., 2011). On les retrouve chez les DCs et les 
macrophages (Koyoma et al., 2008). Les NLRs intracellulaires, comme NALP3, reconnaissent 
l'ARN simple et double brins d'origine virale (Pontillo et al., 2012). La surface cellulaire est 
aussi lieu de surveillance. Par exemple, TLR2 et TLR4 reconnaissent des éléments du VHC 
(Düesberg et al., 2002). 
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4.1.2. Cellules NKs, macrophages et cellules T γδ 
 Les cellules NKs sont des joueurs clés dans le système immunitaire inné, constituant 
jusqu'à 20% des lymphocytes périphériques du sang et près de 30% des lymphocytes 
intrahépatiques (Racanelli et Rehermann, 2006). Les cellules NKs sont recrutées et activées par 
des cytokines, dont l'INFα, et font partie de la première ligne de défense contre le VIH et le 
VHC. Des études in vitro démontrent que les cellules NKs, d'une manière IFNγ-dépendante, 
inhibent la réplication et l'infection de novo par le VHC (Wang et al., 2008; Frese et al., 2002). 
D'autre part, les NKs sont capables de tuer des cellules infectées par le VIH. De plus, elles sont 
aptes à réduire l'infection causée par des virus R5 (VIH utilisant le corécepteur CCR5) grâce à la 
sécrétion de MIP-1α, MIP-1β et RANTES. Ces molécules étant des ligands pour CCR5, elles 
entrent en compétition avec le VIH et empêchent l'entrée virale. En effet, il existe une corrélation 
négative entre l'obstruction de l'entrée virale par les chimiokines et la virémie (Gonzalez et al., 
2010). Des facteurs génétiques, comme les HLAs et les KIRs, contribuent à l'efficacité des NKs. 
Par exemple, certains génotypes corrèlent avec une charge virale réduite chez des individus 
infectés par le VHC (Khakoo et al., 2004). À noter que les cellules NKs sont présentes en 
plusgrand nombre dans le foie que dans les autres organes (Cheent et Khakoo, 2011). 
 Les macrophages jouent un rôle crucial durant l'infection par le VIH. Ces phagocytes 
sont parmi les premières cellules à être infectées (Sirois et al., 2011). De plus, ils forment un 
réservoir idéal pour le virus. Ces cellules possèdent une longue durée de vie; elles ne sont pas 
lysées par le virus comme les cellules T CD4+ et elles sont insensibles à une variété d'agents 
antiviraux (Dayton, 2008). Les macrophages sont aussi responsables de la dissémination du 
virus, non seulement vers les cellules T, mais aussi vers d'autres organes tels que le cerveau 
(Carter et Ehrlich, 2008; Groot et al., 2008). 
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 Les cellules T γδ, comme les cellules NKs, expriment des récepteurs KIRs et sécrètent 
aussi MIP-1α, MIP-1β et RANTES. Ces cellules produisent différentes cytokines et lysent les 
cellules infectées par le VIH. On les retrouve dans l'épithélium vaginal et rectal (Quaranta et al., 
2012). 
4.1.3. Cellules dendritiques et IFNα 
 Suite à la stimulation par les ligands de TLR7 et de TLR9, une protéine chaperonne 
nommée UNC93B permet le transport de ces récepteurs dans l'endosome où la liaison avec des 
molécules d'ADN et d'ARN induit des changements de conformations et la formation d'un 
complexe de signalisation (Figure 1.12). Celui-ci inclut Myd88, TRAF6 et IRAK4. La voie IRF7 
aboutit à la production d'INF de types I. Ce résultat dépend de plusieurs facteurs coactivateurs, 
dont IRAK1, TRAF3 et IKK-α (Guiducci et al., 2009). 
 Les DCs ont comme fonction principale de remanier le matériel antigénique et de le 
présenter à d'autres cellules immunitaires, faisant ainsi le lien entre l'immunité innée et 
adaptative. Ces cellules présentatrices d'antigènes sont diverses (Idoyaga et Steinman, 2011). Les 
mDCs sont présentes dans le sang, la peau et les muqueuses, tandis que les pDCs sont plutôt 
localisées dans le sang et les organes lymphoïdes secondaires. Dans le contexte du VIH, on 
décrit des rôles opposés pour ceux-ci. On propose que les mDCs, tout comme les cellules de 
Langerhans qui sont situées dans l'épithélium vaginal et la muqueuse préputiale, avantagent 
l'infection virale en provoquant la dissémination du virus, partiellement déclenchée par le 
récepteur DC-SIGN (Quaranta et al., 2012; Geijtenbeek et van Kooyk, 2003). À l'inverse, les 





Figure 1.12: Voie de signalisation des TLR7 et TLR9 dans les pDCs 
 
La voie IRF7 aboutit à la production d'INF de types I. Ce résultat dépend de plusieurs facteurs coactivateurs, dont 
IRAK1, TRAF3 et IKK-α (adaptée de Guiducci et al., 2009). 
 
 L'interféron sécrété par les pDCs, principales cellules sécrétrices d'INFα en réponse à une 
infection virale, favorise le recrutement et l'activation des cellules NK aux sites d'infections et 
aux ganglions lymphatiques (Figure 1.13). De plus, l'INFα inhibe directement la réplication 
virale et les gènes qu'il active induisent un état antiviral dans la cellule (Gonzalez et al., 2010). 
Cette molécule joue un rôle important dans la réponse immunitaire innée contre le VHC, fait 
soutenu par le succès relatif de la thérapie ribavirine-INFα (Casey et Lee, 2012). Son efficacité 
contre le VHC est davantage soulignée par la présence de mécanismes viraux qui interfèrent avec 
certaines molécules de signalisation telles que PKR, RIG-I et STAT-1 (Gonzalez et al., 2010) . 
Cependant, les effets de l'INFα dans le contexte d'une infection par le VIH semblent être plus 
complexes. D'une part, il existe une corrélation négative entre le nombre de pDCs et la charge 
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virale (Donaghy et al., 2001). D'autre part, sa présence lors d'une infection chronique contribue 
potentiellement à l'immunopathogenèse. Certains suggèrent même que l'inhibition des effets de 
l'INFα pourrait potentiellement réduire la progression de la maladie (Gringeri et al., 1999). 
D'autres soulignent que l'INFα, en induisant TRAIL sur les pDCs, contribuerait à la destruction 
des cellules T CD4+ (Gougeon et Herbeuval, 2012).  
 





L'interféron sécrété par les pDCs favorise le recrutement et l'activation des cellules NK aux sites d'infections et aux 
ganglions lymphatiques (adaptée de Gonzalez et al., 2010).  
 
 Par ailleurs, le nombre et les fonctions des pDCs semblent être régulés durant les 
infections virales. Plus précisément, certaines évidences démontrent l'existence de mécanismes 
de feedback où l'INFα réduirait le nombre de pDCs, et ce via une voie apoptotique intrinsèque 
(Swiecki et al., 2011). Ceci expliquerait en partie la perte des pDCs qui survient lors d'une 
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infection par le VIH ou par le VHC. En plus de l'INFα, les pDCs sécrètent de l'IL-6, de l'IL-12 et 
des chimiokines qui contribuent aux réponses immunitaires innées et adaptatives (Trinchieri, 
2010). 
4.1.4. Facteurs innés antiviraux 
 On trouve plusieurs facteurs innés qui, d'une part, interfèrent avec la réplication et la 
dissémination virales. Par exemple, on nomme les défensines qui inactivent les virions VIH et 
interfèrent avec la liaison gp120-CD4 (Daly et al., 2007). On trouve aussi des molécules de la 
famille WAP, Elafin et secretory leukocyte protease inhibitor (SLPI), qui possèdent des 
propriétés anti-VIH qui corrèlent avec une réduction de la transmission du virus. Par ailleurs, on 
trouve des facteurs cellulaires qui bloquent la transmission de rétrovirus, dont APOBEC3G, 
TRIM5α et tetherin (Borrow et al., 2010).  
4.2. Immunité adaptative 
4.2.1. Immunité humorale 
 La réponse humorale actionnée par la présence du VIH ou du VHC cible majoritairement  
les éléments retrouvés à la surface des virions. En effet, les anticorps produits visent certains 
épitopes des glycoprotéines.  On observe qu'ils sont dirigés contre la région variable de gp120, le 
complexe gp41, la glycoprotéine E1 et E2. Cependant, ces anticorps sont souvent peu efficaces 
dû à plusieurs facteurs, dont l'hypervariabilité des régions ciblées (par exemple HVR1 du gène 
E2) et l'inaccessibilité des épitopes neutralisants (enfouis dans la structure de la protéine ou 
protégés par des glycanes) (Sabo et al., 2012). 
 Il existe quelques évidences limitées qui démontrent l'importance des anticorps anti-VHC 
dans l'élimination du virus, puisqu'il n'y a pas de corrélation entre le rétablissement suite à une 
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infection primaire et le titre d'anticorps anti-VHC (Chapel et al., 2001; Razvi et al., 2001). Les 
évidences directes d'un rôle protecteur des anticorps spécifiques au VHC proviennent d'études in 
vivo où des chimpanzés ont étés protégés d'une infection VHC à travers un inoculum de VHC 
neutralisé, in vitro, par des anticorps spécifiques au virus (Farci et al., 1994). De plus, 
l'hypervariabilité de HVR1 souligne les pressions exercées par le système immunitaire humoral 
et, simplement, le potentiel neutralisant des anticorps (Bankwitz et al., 2010). En effet, les 
mutations au niveau de HVR1 sont associées à l'émergence de variantes virales qui évitent la 
neutralisation (Shimizu et al., 1994). HVR1 influence les propriétés physiques des virions, 
amplifie leur infectivité et masque les épitopes viraux neutralisants impliqués dans la liaison au 
CD81 (Bankwitz et al., 2010). Récemment, par l'emploi d'une plateforme de virus-like particules 
qui incorporaient les glycoprotéines virales du VHC de génotype 1a, des immunoglobulines anti-
HCV à large spectre (efficaces contre les génotypes 1b, 2a, 2b, 4 et 5) ont été produites chez la 
souris et le macaque (Garrone et al., 2011; Law et al., 2008). 
 Malgré l'efficacité des anticorps neutralisants, ils ne sont pas couramment générés contre 
le VIH puisque les résidus critiques pour la liaison avec le CD4 sont cachés par les épitopes et 
les sucres avoisinants (Ryu et Hendrickson, 2012).  Cependant, certains sérums de patients 
contiennent des anticorps neutralisants, et ceux-ci agissent contre une diversité de souches 
virales (González et al., 2010).  On estime que les sérums de 10% à 25% des patients en 
contiennent, et qu'une partie d'entre eux possèdent des anticorps capables de contrer la majorité 
des virus de différents sous-types génétiques. Il y a eu quelques succès relatifs à l'isolement de 
ces immunoglobulines, dont l'anticorps b12, isolé en 1992, capable d'agir contre environ 40% 
des souches de VIH-1 et le clone HJ16, aussi puissant, qui a été isolé il y a 2 ans. Ces efforts 
additionnés aux technologies bio-informatiques, ont abouti au développement de VRC01, 
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VRC02, VRC03, des anticorps capables de neutraliser près de 90% des isolats circulants du 
VIH-1 (Wu et al., 2010).  
4.2.2. Immunité cellulaire  
 Les molécules du complexe majeur d'histocompatibilité de classe I (CMH-I) présentent 
les peptides pour permettre la réponse immunitaire des cellules T CD8+. La reconnaissance des 
complexes peptide-CMH-I, via le récepteur T (T cell receptor), permet la distinction entre les 
cellules saines du soi et les cellules infectées par des parasites ou celles qui sont défectieuses 
(Apcher et al., 2012). Le CMH-I est présent à la surface de toutes les cellules nucléées. Une 
partie des peptides antigéniques présentés par le CMH-I proviennent directement de la voie 
endogène, c'est-à-dire qu'ils sont dérivés des ARNm produits dans la cellule. Ces antigènes 
proviennent de protéines traduites fragmentées par des protéasomes cytoplasmiques ou 
nucléaires (Figure 1.14). Ils sont ensuite expédiés dans le réticulum endoplasmique (ER) par le 
transporter associated with antigen presentation (TAP) pour accéder au CMH-I, qui est lui-
même assemblé dans le ER à partir d'une chaine lourde polymorphe et une chaîne légère appelée 
β2-microglobuline. Un peptide antigénique de 8 ou 9 acides aminés est requis pour stabiliser le 
CMH-I. En absence du peptide, le CMH-I est soutenu par des chaperonnes telles que la 
calreticuline, ERp57 et la tapasine. TAP interagit avec la tapasin pour livrer le peptide au CMH-
I. Le complexe peptide-CMH-I est ensuite transporté à la surface cellulaire via l'appareil de 
Golgi (Neefjes et al., 2011). L'identité des peptides présentés à la surface cellulaire dépend des 






Figure 1.14: Voie classique de la présentation antigénique par le CMH-I 
 
La reconnaissance des complexes peptide-CMH-I, via le récepteur T, permet la distinction entre les cellules saines 
du soi et les cellules infectées par des parasites ou celles qui sont défectieuses (adaptée de Neefjes et al., 2011). 
 
 Dans le contexte du VIH, les réponses par les cellules T CD8+, aussi appelées 
lymphocytes T cytotoxiques (LTCs), sont détectables tout au long de l'infection et disparaissent 
généralement aux derniers stades de la maladie. Ces réponses maintiennent une pression sur la 
réplication virale et sont importantes durant les premières phases de l'infection. Plus étroites 
durant les premiers mois, ces réponses s'élargissent durant la phase asymptomatique, avant de 
s'affaiblir durant les dernières phases de la maladie (Liu et al., 2011). Les cellules T CD4+ 
activées sont détectables au début de l'infection, mais sont plus facilement infectées puisqu'elles 
expriment de hauts niveaux du corécepteur CCR5 (Tuttle et al., 2004). Ces cellules sont 
détectées à de faibles niveaux durant le reste de l'infection, sauf chez les individus capables de 
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contrôler l'infection (Quaranta et al., 2012). La destruction et dépletion des cellules T CD4+, 
caractéristique de l'immunodéficience causée par le VIH-1, débute par l'infection de cellules 
cibles mucosales. La réplication virale est accentuée par le recrutement de cellules cibles 
additionnelles au site d'infection (Li et al., 2009). Les particules virales et les cellules infectées 
atteignent éventuellement les ganglions lymphatiques où elles rencontrent des cellules T CD4+ 
CCR5+. Le virus se réplique alors très rapidement et se dissémine vers d'autres tissus 
lymphoïdes, dont le tissu lymphoïde associé aux intestins (McMichael et al., 2010). Près de 80% 
des cellules T CD4+ trouvées dans ce tissu peuvent être détruites dans les trois premières 
semaines d'une infection par le VIH-1 (Brenchley et al., 2004). 
 Des corrélats de protection similaires sont observés dans le cas du VHC. La baisse de la 
charge virale coïncide avec la présence de cellules T spécifiques au VHC et l'expression de 
l'INFγ (Thimme et al., 2001). Les cellules T CD4+ sont essentielles pour la génération et le 
maintien d'une réponse immunitaire efficace. Les patients qui suppriment le virus démontrent 
une prolifération rigoureuse de ces cellules en début d'infection (Lechner et al., 2000). De même, 
de fortes réponses en cellules T CD8+ produites en début d'infection sont associées à la 
résolution de l'infection (Quaranta et al., 2012). En parallèle, des réponses spécifiques contre 
plusieurs épitopes ont été observées chez des chimpanzés qui ont éliminé le virus, tandis que les 
animaux qui ont généré des réponses en LTCs moins diversifiées ont développé une infection 
chronique (Shoukry et al., 2004; Thimme et al., 2001).   
 Ainsi, que ce soit pour le VIH ou pour le VHC, le rôle protecteur de l'immunité cellulaire 
adaptative est évident. Suite à la reconnaissance des antigènes viraux ancrés dans les molécules 
de CMH-I, les cellules T CD8+ deviennent cytotoxiques et induisent l'apoptose par la relâche de 
facteurs (perforines et granzymes) ou par la voie du FAS (Chávez-Galán et al., 2009). Ces 
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cellules sont associées avec le contrôle de la charge virale chez les hôtes infectés par le VIH et 
leur expansion corrèle avec un ralentissement de la progression de la maladie (McKinnon et al., 
2012; Borrow et al., 1994). De plus, les « contrôleurs élites », individus infectés par le VIH chez 
qui l'infection est contrôlée sans thérapie antivirale, montrent des réponses effectives en cellules 
T CD8+ tout en maintenant des niveaux indétectables d'ARN viral (Sáez-Cirión et al., 2007; 
Lambotte et al., 2005). Ces cellules sont aussi actives chez les personnes infectées par le VHC, et 
les réponses LTCs sont plus abondantes chez les hôtes qui contrôlent l'infection (Hersperger et 
al., 2011; Ferre et al., 2009; Betts et al., 2006; Cucchiarini et al., 2000; Grüner et al., 2000; 
Lechner et al., 2000). Des corrélats de protection similaires ont été identifiés dans des modèles 
animaux pour les 2 virus (Loffredo et al., 2007; Shoukry et al, 2003) et certains essais vaccinaux 
ont révélé des résultats prometteurs (Hansen et al., 2011; Folgori et al., 2006). 
5 - VACCINS LTC 
 Les vaccins LTC ont comme objectif la génération d'une réponse immunitaire adaptative 
cellulaire contre certains antigènes du virus. Une des stratégies utilisées pour la construction de 
tels vaccins est le design de vecteurs viraux recombinants.  
 Dans le contexte du VIH, deux vaccins LTC récents ont fait l'objet d'essais cliniques 
(Gilbert, 2012). Le premier, MRKAd5 de Merck, a été une combinaison de trois adénovirus de 
type 5 différents. Chacun de ces vecteurs a été construit pour exprimer une protéine du VIH de 
sous-type B en particulier (GAG, POL ou NEF). Le vaccin trivalent a été administré à 3 000 
sujets non infectés à une dose de 3 x 1010 particules par patient. Lors de son évaluation dans 
l'essai clinique de phase II STEP ( collaboration entre Merck, le HIV Vaccine Trials Network et 
le National Institutes of Allergy and Infectious Diseases). L'étude a pris fin en 2007 suite à des 
analyses qui ont déterminé que le vaccin était inefficace, malgré son immunogénécité. Au moins 
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trois quarts des vaccinés ont généré des réponses contre un ou plusieurs des protéines du VIH 
(McElrath et al., 2008). La vaccination n'était pas associée à une baisse de la charge virale chez 
les participants qui sont devenus infectés et le taux d'acquisition du VIH-1 était plus élevé chez 
les vaccinés que chez ceux qui n'ont pas reçu le vaccin, surtout chez les hommes non circoncis 
possédant une immunité préexistante contre l'adénovirus de type 5. Ainsi, la circoncision et la 
préimmunité expliquent, en partie, les résultats obtenus. Les réponses immunitaires sont aussi 
modulées par l'immunogénétique de l'hôte (Fellay et al., 2011). Par exemple, HLA-B*57 est le 
facteur génétique qui a été le plus fortement associé au contrôle de l'infection (Pelak et al., 
2010). Cependant, il est affirmé que les différences interindividuelles en termes de réponses 
cellulaires au vaccin MRKAd5 restent largement inexpliquées (Fellay et al., 2011). D'autres 
auteurs affirment qu'administrer le vaccin en trois doses aurait généré des réponses antigène-
spécifique peu diversifiées (O'Connell et al., 2012). Le deuxième vaccin LTC, administré en 
quatre doses, était un vecteur canarypox recombinant (ALVAC) exprimant gag, pro et env où, 
aux deux dernières injections, la protéine gp120 recombinante et un adjuvant d'alun ont été 
ajoutés. L'essai Rv144 s'est déroulé en Thaïlande, où le vaccin a été administré à plus de 16 000 
sujets. Contrairement au vaccin de Merck, ce vaccin a eu une efficacité relative de 31 % en 
termes de prévention contre l'infection par le VIH-1 sur une période de 42 mois post-vaccination 
(Haynes et al., 2012; Rerks-Ngarm et al., 2009). La protection ne peut être attribuée à une 
branche particulière de l'immunité. Cependant, les individus infectés ne montraient pas de 
réduction de la charge virale. Ce phénomène est typique d'une protection conférée par les 




 L'utilisation de vecteurs viraux pour délivrer l'ARN viral du VHC est un choix 
raisonnable en terme de design vaccinal. Les vecteurs adénovirus sont capables de stimuler des 
réponses  LTC et de réduire la virémie durant une infection primaire chez le chimpanzé (Folgori 
et al., 2006). Des résultats préliminaires montrent l'immunogénécité d'un vecteur adénovirus de 
type 6 recombinant exprimant les protéines NS3 et NS5B du VHC suite à une seule injection 
administrée chez des sujets sains (Barnes et al., 2009). D'autre part, les vecteurs vaccinia ankara 
modifiés (MVA) sont des vecteurs poxvirus atténués jugés sécuritaires et qui ont été utilisés pour 
le design de vaccins pour plusieurs conditions dont le VIH et le VHC. Un vaccin en particulier, 
TG4040, est un MVA exprimant les protéines NS3, NS4 et NS5B (dérivés du génotype 1b du 
VHC) qui a été construit pour traiter les patients infectés par le VHC (Halliday et al., 2011). Les 
résultats obtenus suite à un essai clinique de phase I démontrent un déclin dans la charge virale 
suite à l'administration du TG4040, qui a été associé à de fortes réponses des cellules T CD8+ 
(Habersetzer et al., 2011). Un essai de phase II (HCVac) a débuté en 2010. 
6 - ÉPITOPES CRYPTIQUES 
6.1. Définition 
 Les épitopes cryptiques sont des antigènes ultimement dérivés de mécanismes non 
traditionnels de transcription et de traduction. Les épitopes cryptiques incluent aussi certains 
antigènes qui proviennent de protéines défectueuses (DRiPs). Plusieurs travaux ont démontré le 
potentiel immunogène « caché » de ces peptides. 
6.2. Sources de produits ribosomaux 
 Dans les cellules humaines, la transcription de la grande majorité des gènes est dictée par 
l'activité de l'ARN polymérase II. La transcription est initié par un rassemblement de l'ARN 
polymérase et de facteurs généraux sur un promoteur localisé en amont du site d'initiation de la 
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transcription (Hirose et Ohkuma, 2007). La double hélice d'ADN est alors écartée de manière 
ATP-dépendante pour permettre la transcription de la séquence génomique en ARNm. Cette 
molécule d'ARNm a généralement la même séquence que celle du brin d'ADN sens. Les introns 
présents dans ces transcrits primaires sont éliminés par un processus d'épissage qui précède la 
traduction (Montes et al., 2012).  
 Chez les eucaryotes, la traduction conventionnelle commence par une phase d'initiation 
lors de laquelle la sous-unité ribosomale 40S, avec des facteurs eIFs, GTP et Met-ARNti (ARNt 
initiateur couplé à une méthionine), forment un complexe de pré-initiation (PIC). Le PIC est 
recruté au 5' de l'ARNm pour localiser le codon d'initiation (Nanda et al., 2013). Suite à la 
reconnaissance, il y a stabilisation de l'interaction PIC-ARNm. La sous-unité ribosomale 60S est 
alors recrutée pour former un ribosome compétent avec Met-ARNti positionné au dessus du 
codon d'initiation AUG. Ce processus est facilité et coordonné par au moins douze facteurs 
(Aitken et Lorsch, 2012). L'élongation est alors déclenchée. Chaque ribosome contient trois sites 
de liaison à l'ARNt, soit les sites A, P et E. Le Met-ARNti est initialement retrouvé au site P. Un 
nouveau aminoacyl-ARNt peut s'insérer dans le site A vacant. Chaque acide aminé supplémenté 
par un ARNt est ajouté à la protéine croissante (Schmeing et Ramakrishnan, 2009). L'élongation 
est un cycle répétitif où il y a positionnement conforme d'un aminoacyl-ARNt dans le site A, 
formation d'un lien peptidique, et déplacement de l'ARNm d'un codon. Le processus est 
normalement ininterrompu. La traduction se termine lorsque le ribosome rencontre un codon 
stop dans le site A (Song et al., 2000). 
 On identifie la transcription et la traduction conventionnelles comme celles qui génèrent 
des ARNm qui correspondent à la région codante apparente, suivi d'une traduction ribosomique 
où l'initiation, l'élongation et la terminaison ne sont pas déviées par des signaux spéciaux, 
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mutations ou structures secondaires. Il est possible de classifier les produits ribosomaux, qu'ils 
soit fonctionnels ou défectifs, en 2 catégories distinctes en se basant sur les évènements qui les 
génèrent (Figure 1.15).  
 
Figure 1.15 : Produits ribosomaux classifiés selon leurs origines 
 
Les épitopes cryptiques sont des antigènes ultimement dérivés de mécanismes non traditionnels de transcription 
et de traduction. Les épitopes cryptiques incluent aussi certains antigènes qui proviennent de DRIPs.  
 
 Les produits du premier groupe sont nommés « protéines conventionnelles » puisqu'ils 
dérivent de signaux et mécanismes traditionnels utilisés durant la transcription et la traduction.  
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 Les éléments du deuxième groupe, nommés « protéines cryptiques », proviennent de 
mécanismes qui « transgressent » cette voie classique d'une manière ou d'une autre. Parmi ces 
avenues alternatives, on trouve a) la transcription antisens; b)  les terminaisons prématurées; c)  
le changement de cadre de lecture ribosomique; d) l'initiation alternative; e) l'édition de l'ARN; 
et f) l'expression de régions non codantes (Ho et Green, 2011). Les protéines cryptiques peuvent 
être fonctionnelles et spécifiquement codées dans un génome. 
a) La transcription antisens 
 Le virus T-lymphotropique humain (HTLV-1) possède une protéine, nommée HBZ ou 
HTLV-1 bZIP, encodée dans le brin antisens du provirus, entre les gènes env et tax/rex. La 
présence d'un cadre de lecture ouvert dans le brin complémentaire du provirus suggérait 
l'existence d'ARNm de polarité négative. C'est ainsi que HBZ a été décelée. Les sites d'initiation 
de la transcription antisens sont localisés dans la région 3' LTR (Barbeau et Mesnard, 2011). La 
protéine est conservée entre les différents isolats et elle est impliquée dans la persistance virale 
dans un modèle animal (Arnold et al., 2006). La protéine HBZ favorise aussi la prolifération des 
cellules T qui est requise pour la tumorigénèse (Arnold et al., 2008).  
b) Les terminaisons prématurées 
 Durant la réplication du VIH, des mutations au niveau du génome peuvent s'accumuler 
dû au manque de fidélité de la transcriptase inverse. Certaines de ces erreurs peuvent causer des 
changements au niveau de la traduction des protéines virales. Des variantes du VIH incapables 
de se répliquer ont été observées chez un patient sous thérapie antirétrovirale (Paolucci et al., 
2009). Ces virions renfermaient des codons stop dans le gène pol. Les résultats suggéraient un 
rôle des cellules T CD8+ dans la sélection des variantes virales possédant ces mutations. Les 
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produits ribosomaux de ces virions défectifs diffèrent inévitablement de ceux produits par un 
virus possédant la forme complète de la protéine POL. Des effets similaires peuvent découler de 
l'activité de la molécule APOBEC3G (Armitage et al., 2012). 
c) Le changement de cadre de lecture ribosomique 
 Chez les rétrovirus, un changement de cadre de lecture ribosomique se déroule durant la 
traduction de gag, forçant le ribosome à ignorer le codon stop du premier cadre de lecture (Kim 
et al., 2001). La traduction s'étend pour inclure pol. Le résultat final et un ratio fixe (20:1) de 
protéines GAG et GAGPOL nécessaire pour permettre une réplication virale efficace (Shehu-
Xhilaga et al., 2001). Le site de frameshift du VIH est localisé à la fin de la région codante NC. Il 
est composé d'une séquence de glissement heptanucléotidique suivie d'une structure secondaire 
de type tige-boucle (Staple et Butcher, 2003). La structure secondaire force le ribosome à arrêter 
sur l'heptamère, ce qui impose un réalignement de l'ARNt et un décalage d'un nucléotide au 
niveau du cadre de lecture (Namy et al., 2006). La majorité des séquences de glissement 
correspondent à un format nucléotidique X XXY YYZ, où X peut être le même nucléotide que Y 
(Theis et al., 2008) .  
 Ceci explique l'existance de différentes séquences de glissement. Par exemple, celle du 
VIH-1 est U UUU UUA, tandis que celle de HTLV-2 est A AAA AAC. Les deux virus montrent 
aussi des structures de tiges-boucles distinctes (Kim et al., 2001). Récemment, on a découvert 
que le virus de l'influenza A (IAV) possède une protéine, nommée PA-X, dérivée d'un évènement 





d) L'initiation alternative 
 L'IAV code pour une protéine la PB1-F2, qui est produite à partir du gène PB1. PB1 
possède un codon d'initiation inefficace selon l'analyse de Kozak (Chen et al., 2001). PB1-F2 est 
produite via une initiation alternative à partir d'un codon d'initiation qui diffère de celui qui 
permet la traduction de la protéine PB1 (Chen et al., 2004). Ce cadre de lecture est présent dans 
une variété d'IAV humains et non-humains. Ce produit cryptique aurait un rôle dans la mort des 
cellules immunitaires  (Chen et al., 2001). Une autre étude démontre qu'elle est potentiellement 
impliquée dans la pathogenèse de l'infection à IAV (Zamarin et al., 2006). Une mutation unique 
dans le CLA de PB1 peut sévèrement affecter la pathogénicité du virus en question, ce qui 
expliquerait en partie la virulence de la souche de 1918 (grippe espagnole) (Smith et al., 2011; 
Conenello et al., 2007). 
 e) L'édition de l'ARN 
 Le virus de la rougeole utilise une stratégie unique pour l'expression d'une de ses 
protéines. Le produit ribosomique V découle d'une édition de l'ARN viral au niveau du cistron P. 
Cet évènement survient durant la transcription par l'addition d'un nucléotide G suivant trois 
nucléotides G encodés dans le génome. Le résultat est la production d'un ARNm additionnel 
(Bankamp et al., 2008). 
f) L'expression de régions non codantes 
 Les protéines accessoires TAT et REV du VIH-1 sont produites suite à l'épissage d'introns 
dans le gène env. Un site d'épissage en particulier est généralement utilisé pour permettre une 
fusion adéquate des deux exons et produire le transcrit. Cependant, il existe des sites alternatifs 
d'épissage qui peuvent être utilisés qui résulteraient en l'addition d'acides aminés au niveau de 
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ces protéines. Une étude en particulier a démontré des réponses CTLs contre des peptides 
dérivant de tels sites alternatifs d'épissage (Garrison et al., 2009).  
 D'autre part, certains produits géniques sont simplement défectifs de nature (DRiPs) 
(Cardinaud et al., 2010). On peut qualifier ces protéines de cryptiques ou traditionnelles. Les 
DRiPs traditionnels sont essentiellement des protéines possédant une conformation 
tridimensionnelle finale fautive due à des circonstances post-traductionnelles. Ceux-ci sont donc 
dégradés rapidement (Yewdell et Princiotta, 2012). À l'inverse, les DRiPs cryptiques sont des 
produits ribosomiques erronés dérivés de voies non conventionnelles (Champiat et al., 2012) 
(Figure 1.15). En résumé, les DRiPs ne sont pas tous cryptiques, et les produits cryptiques ne 
sont pas tous des DRiPs.  
6.3. Potentiel immunogène 
 Il existe déjà plusieurs évidences démontrant l'antigénécité et l'immunogénécité des 
épitopes cryptiques pour plusieurs virus, dont le VIH et le VHC. 
Core, élément composant la capside virale du VHC, est la première protéine encodée (et 
exprimée) dans le cadre de lecture ouvert du VHC et sa séquence est conservée entre différents 
sous-types génétiques (Bukh et al., 1994). La protéine de 21 kDa est associée à une variété 
d'effets biologiques in vitro et in vivo. Elle semble être impliquée dans l'apoptose (Benali-Furet 
et al., 2005; Berg et al., 2009), la carcinogenèse (Moriya et al., 1998; Kanda et al., 2008; 
McGivern et Lemon, 2011), le métabolisme des lipides (Syed et al., 2010; Negro, 2010) et la 
modulation de la réponse immunitaire (Large et al., 1999; Yao et al., 2001; Eisen-Vandervelde et 
al., 2004). Curieusement, un CLA de core est traduit pour donner une seconde protéine 
mystérieuse nommée alternative reading frame protein  (ARFP; aussi nommée core+1 pour 
 37 
 
indiquer le cadre de lecture codant ou protéine F pour frameshift). Plusieurs mécanismes ont été 
proposés pour expliquer cette traduction non conventionnelle, dont le frameshift et l'initiation 
alternative (Xu et al., 2001; Baril et Brakier-Gingras, 2005). Certaines des fonctions associées à 
core pourraient lui être attribuables. Ainsi, cette protéine serait potentiellement impliquée dans la 
pathogenèse de l'hépatite C. Des réponses en cellules T CD4+ (Gao et al., 2010) et en cellules T 
CD8+ (Bain et al., 2004) contre la protéine F ont été détectés chez des patients chroniquement 
infectés par le VHC. Ces réponses ont aussi été détectées chez des patients co-infectés par le 
VIH-1 (Troesch et al., 2005). 
 La reconnaissance des épitopes cryptiques durant l'infection par le VIH est un 
phénomène courant (Maness et al., 2010). En effet, une série d'études démontrent l'expression et 
la reconnaissance des épitopes cryptiques par les LTCs, dont ceux dérivés d'une transcription 
antisens (Bansal et al., 2010) et d'erreurs de transcription (Garisson et al., 2009). Plusieurs autres 
études supportent l'existence des réponses spécifiquement dirigées contre les antigènes 
cryptiques et soutiennent que ces réponses poussent la sélection de mutations au niveau des 
séquences virales qui permettent la suppression des réponses envers ces épitopes cryptiques 
(Maness et al., 2007; Berger et al., 2010). Il a été montré que Q9VF, un épitope CMH-I-restreint 
potentiel  dérivé d'un CLA de gag était généré durant l'infection par le VIH-1 (Cardinaud et al., 
2004). Des analyses ont révélé que des réponses immunitaires contre des épitopes cryptiques 
dérivés de env et pol sont aussi détectables chez les patients infectés, identifiant un total de 6 
peptides cryptiques chacun capable de provoquer des réponses LTCs chez 50% des patients 
analysés (Cardinaud et al., 2004). Une étude supplémentaire a été effectuée pour étudier 
l'évolution de Q9VF via le séquençage de l'ADN proviral retrouvé dans les cellules mononuclées 
du sang périphérique de patients infectés. La présence de plusieurs polymorphismes a été 
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révélée. Il est suggéré que la reconnaissance du peptide par les LTCs sélectionne les variants 
viraux qui possèdent une mutation induisant une destruction de l'épitope par le protéasome, ce 
qui réduit la présentation de l'antigène (Cardinaud et al., 2011).  
6.4. Nouvelles approches proposées 
 Les avantages de la stratégie vaccinale « cryptique » sont essentiellement tripartites. 
D'abord, en considérant ces épitopes alternatifs, on couvre la véritable bibliothèque antigénique 
du microorganisme en question. En deuxième lieu, les protéines dysfonctionnelles rapidement 
dégradées peuvent être utilisées pour accélérer la reconnaissance des cellules infectées par le 
système immunitaire. Troisièmement, les épitopes encodés dans les CLAs peuvent être utilisés 
de manière à entraver l'échappement viral via les pressions de sélection exercées par les cellules 
T CD8+.  
Les mécanismes non orthodoxes de transcription et de traduction génèrent des protéines 
qui peuvent être clivées en peptides antigéniques et être présentées aux cellules T CD8+. Il est 
admis qu'un vaccin LTC efficace contre le VIH ou le VHC serait vraisemblablement capable de 
susciter une réponse immunitaire contre une variété d'antigènes (Davenport et al., 2008). Sinon, 
on peut prévoir une émergence rapide de mutants aptes à échapper la reconnaissance cellulaire, 
et ce, sans pour autant affecter leur vitesse de réplication (Fischer et al., 2010). Ainsi, une 
sélection éclairée et précise des épitopes cibles est obligatoire (Fischer et al., 2007). Cette 
condition peut être comblée en considérant le potentiel immunogène des antigènes cryptiques. 
Des réponses immunitaires rapides sont indispensables lors d'une infection par le VIH ou 
le VHC.  Les gènes exprimés plus tôt durant une infection cellulaire sont généralement moins 
denses en épitopes (Vider-Shalit et al., 2009). On comprend que le virus « préfère » que le 
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système immunitaire concentre ses efforts sur les produits ribosomiques tardifs: le temps qu'il y 
ait reconnaissance par les LTCs, le virus est prêt à sortir de la cellule infectée. Il serait peut-être 
avantageux de cibler les DRiPs puisqu'ils accèdent rapidement au CMH-I (Yewdell, 2011). On a 
mentionné que la protéine F du VHC n'est possiblement pas défective de nature. En revanche, 
elle partage une caractéristique clé des DRiPs: une courte demi-vie (Xu et al., 2003). En 
considérant que la protéine core est conservé et exprimé tôt durant la réplication virale, la 
protéine F pourrait être un candidat antigénique intéressant pour une stratégie vaccinale basée sur 
les LTCs. 
On considère qu'inciter une réponse contre des antigènes codés dans des CLAs pourrait 
davantage limiter ces virus. Il est admis que les réponses LTC exercent des pressions qui 
sélectionnent les mutations qui garantissent un avantage de survie à l'agent microbien (Crawford 
et al., 2009). Ainsi, en différant ces pressions sur des épitopes encodés dans le second ou le 
troisième cadre de lecture de la séquence donnée, on estime qu'une baisse substantielle et durable 
de la capacité de survie et de reproduction du virus (c'est-à-dire le fitness) sera possible. 
L'avantage théorique réside dans les obstacles auxquels le virus devra faire face. Par exemple, si 
l'épitope cryptique sélectionné est enfoui dans une région conservée, les mutations qui 
découleraient de la pression sélective des LTCs ne fourniraient pas d'avantage réel au virus. La 
raison est simple: une mutation au niveau de la séquence nucléotidique d'un épitope cryptique 
causera possiblement un changement (de codon) au niveau du premier cadre de lecture. Dans le 
meilleur des cas, la mutation handicapera le virus et favorisera ainsi un certain contrôle des LTCs 
sur la réplication virale.  
En bref, on peut envisager la possibilité d'insérer, dans des vecteurs vaccinaux, des 
signaux, tels que des codons d'initiation inefficaces et des signaux de frameshift optimisés qui 
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permettraient l'expression de cadres de lectures alternatifs. Il y a quelques années, certains 
chercheurs ont mentionné qu'il serait préférable de ne pas poursuivre de telles approches à moins 
que des recherches nous démontrent un ciblage ubiquitaire des épitopes cryptiques par les 
cellules T CD8+ (Yewdell et Hickman, 2007). Au vu des travaux mentionnés dans les sections 





























 La réponse immunitaire à médiation cellulaire est un mécanisme qui contribue au 
contrôle des infections virales chroniques dont l’infection par le VHC et le VIH. Les LTCs 
reconnaissent les épitopes viraux présentés à la surface cellulaire par le CMH-I. Ces épitopes 
sont majoritairement « conventionnels », c’est-à-dire qu’ils proviennent d’une protéine produite 
par la traduction d’un gène dans son cadre de lecture principal. Cependant, des épitopes dits « 
cryptiques » sont également générés lors de la traduction de cadres de lecture alternatifs. Ceux-ci 
sont ciblés par les LTC et peuvent dans certains cas mener à des réponses immunitaires efficaces. 
L’objectif de ce projet est d’utiliser des séquences d’ADN modulaires capables de déclencher 
des changements de cadre de lecture programmé, soit l'initiation alternative et le frameshift 
ribosomique, afin d’exprimer un spectre plus large d’épitopes à partir d’un gène encodant un 
antigène donné. Notre hypothèse est qu’une immunisation avec un vecteur vaccinal incorporant 
une cassette permettant l'expression des CLAs induira une réponse LTC plus large que celle 
résultant d’une immunisation par des vecteurs contrôles sans un tel élément. Afin de valider ou 
d'invalider cette hypothèse, nous tenterons de vérifier le potentiel immunogène des épitopes 

























 Une colonie de souris C57BL/6 transgéniques homozygotes pour les gènes humains 
HLA-A*0201 et HLA-DR1 a été produite à partir de 2 souris mâles transgéniques hétérozygotes 
pour ces gènes (Pajot et al., 2004). Chacun de ces mâles a été d'abord croisé avec 2 femelles 
C57BL/6 provenant des laboratoires Charles River (Wilmington, Massachusetts, États-Unis). Les 
souris ont été sélectionnées pour les croisements selon leur génotype, toujours relatif aux 2 gènes 
humains. Éventuellement, les souris négatives pour un des gènes ont été sacrifiées pour assurer 
l'homozygotie dans la colonie. Au sevrage, les souris sont identifiées et un échantillon de la 
queue est prélevé pour permettre le génotypage par PCR. Les souris utilisées pour les 
expériences avaient entre 8 et 12 semaines de vie. 
2.2. Extraction de l'ADN murin  
 L'ADN des souris produites a été extrait à partir des échantillons de la queue pour le 
génotypage. L'extraction a été effectuée à l'aide d'une méthode à haute concentration en sels. 
D'abord, les échantillons de queues de souris sont déposés en présence de protéinase K à 0,2 
mg/mL (Fermentas, Vilnius, Lithuania) et une solution permettant son activité (Tris-HCl à 100 
mM, EDTA à 5 mM, SDS à 0.2%, NaCl à 200 nM) durant 24 heures sous agitation à une 
température de 55°C. Une solution de NaCl 6M est ajoutée et le tout est centrifugé pour 15 
minutes à 13 000 rpm. On additionne au surnageant un volume équivalent d'éthanol 100%. Le 
tout est homogénéisé pour être de nouveau centrifugé pour 15 minutes à 13 000 rpm. On retire le 
surnageant et on ajoute de l'éthanol 70% au culot. Suite à une centrifugation de 5 min à 13 000 




2.3. Détection des transgènes 
 Les PCR ont été effectuées à l'aide des solutions fournies dans Taq DNA polymerase 
(Qiagen, Hilden, Allemagne) qui sont PCR Buffer, CoralLoad PCR Buffer, Q-Solution, un mix 
de dNTP et du MgCl2. La détection des gènes HLA-A*0201 et HLA-DR1 a été possible grâce à 
des amorces spécifiques (5'-CCTCGTCCCCAGGCTCT-3' et 5'-TGGCCCCTGGTACCCGT-3'  
pour HLA-A*0201; 5'-CATGCCCTTCACCCAGACCTTGTC-3' et 5'-
ATCGTCCAAATTCTTCAAGCCGCC-3' pour HLA-DRB*0101). Les échantillons ont été 















Figure 2.1 : Paramètres des PCRs pour détecter les gènes HLA-A*0201 et HLA-DRB*0101   
 
2.4. Cassettes 
 Trois cassettes différentes (CRYPTa, CRYPTb et CRYPTc) ont été construites. Pour 
évaluer l'efficacité des approches, 3 épitopes HLA-A2 restreints particuliers, soit VIH-1 p17 
Gag77–85 (SLYNTVATL) (Kan-Mitchell et al., 2004), VHC NS31406-1415 (KLVALGINAV) 
(López-Labrador et al., 2004) et VHB core18-27 (FLPSDYFPSV) (Bertoni et al., 1997) ont été 
encodés dans les cassettes de manière stratégique. La première cassette, CRYPTa (160 pb), 
encode 3 codons d'initiation AUG non-optimals pour tester l'initiation alternative. La deuxième 
cassette, CRYPTb (295 pb), encode un codon d'initiation AUG optimal et 2 signaux (provenant 
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de HTLV-2 et du VIH-1) (Kim et al., 2001) permettant le changement de cadre de lecture 
programmé. La troisième cassette, CRYPTc (154 pb), permet une traduction conventionnelle qui 
servira de contrôle. Les cassettes ont été produites et intégrées dans des vecteurs pUC57 
(GenScript, Piscataway, New Jersey, États-Unis). Les séquences et la stratégie théorique qui 
sous-tend la construction de chaque cassette sont illustrées (ANNEXE 1).  
2.5. Construction des plasmides pShuttle2 
 Une double digestion de chacun des plasmides pUC57 a été effectuée avec les enzymes 
NheI et KpnI (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, États-Unis) pendant 1 heure à 
37°C. Ensuite, une électrophorèse sur gel d'agarose 1% contenant du bromure d'éthidium à été 
effectuée sur les produits de digestion. Les cassettes ont été visionnées sous rayons ultraviolets, 
excisés et purifiés pour permettre la ligation dans les plasmides pShuttle2 (Clontech, Mountain 
View, Californie, États-Unis). La purification des cassettes a été réalisée à l'aide des solutions 
fournies dans Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare Life 
Sciences, Little Chalfont, Royaume-Uni). L'agarose contenant l'ADN des cassettes a d'abord été 
dissoute dans la solution de capture à 60°C pendant 10 minutes. Le tout a été déposé dans une 
colonne GFX et est incubé à température ambiante pendant 5 minutes. Ensuite, le contenu a été 
centrifugé pendant 30 secondes à 12 000 rpm. Une solution de lavage est ajoutée à la colonne, et 
le tout a été centrifugé de nouveau aux mêmes conditions. De l'eau a été ajoutée à la colonne 
pour l'élution qui s'effectue pendant 1 minute à 12 000 rpm. Les plasmides pShuttle2 ont été 
traités avec les mêmes enzymes et la purification a été effectuée de la même façon. 
 Les fragments excisés des plasmides pUC57 ont été insérés dans des vecteurs pShuttle2 
via une réaction de ligation à l'aide de la T4 ligase (Fermentas). Les fragments d'ADN du 
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plasmide et de la cassette ont été mis en présence de bactéries E. coli chimiquement compétentes 
One Shot TOP10 (Invitrogen, Carlsbad, Californie, États-Unis) pendant 30 minutes à 0°C. Le 
tout à ensuite été transféré à une température de 42°C pour 30 secondes. Suite au choc 
thermique, le mélange à été incubé pendant 5 minutes à 0°C. Les cellules ont été supplémentées 
avec du milieu riche S.O.C (Invitrogen) et entreposées à 37°C sous agitation pendant 1 heure. 
Les cellules transformées ont été déposées sur des géloses LB contenant du sulfate de 
kanamycine (50 µg/ml) et laissées à 37°C pendant 24 heures. Des clones bactériens ont été 
sélectionnés, inoculés dans un milieu liquide LB (contenant l'antibiotique à la même 
concentration) et laissés à 37°C pendant 16 heures sous agitation.  
 L'ADN plasmidique a été extrait à l'aide des solutions et protocoles fournis dans le 
QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen). La culture bactérienne  d'abord été centrifugée pour 10 
minutes à 2 000 rpm. Le culot bactérien a été traité avec les solutions PI, P2 et N3. La suspension 
a été centrifugée pendant 10 minutes à 13 000 rpm à 4°C. Le surnageant a été transféré sur une 
colonne contenant un filtre et centrifugé pendant 1 minute à 13 000 rpm à température ambiante. 
La solution PB a été ajoutée à la colonne et une centrifugation aux conditions précédentes a été 
réalisée. Suite à l'ajout de la solution PE et une incubation de 2 minutes, la même centrifugation 
à été effectuée. La colonne a été transférée dans un tube pour élution. De l'eau a été ajoutée au 
filtre, qui a été incubé pendant 1 minute. L'ADN a été recueilli par centrifugation (1 minute, 13 
000 rpm, température ambiante).    
2.6. Construction des plasmides pAdenoX 
 Une double digestion de chacun des plasmides pShuttle2-CRYPTx a été effectuée avec 
les enzymes PI-Sce I et I-Ceu I (New England Biolabs) pendant 3 heures à 37°C. Les produits de 
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digestion ont été traités avec du SDS 0.1% pendant 10 minutes à 55°C. Ensuite, une 
électrophorèse sur gel d'agarose 1% contenant du bromure d'éthidium à été effectuée. Les 
fragments ont été visualisés sous rayons ultraviolets, excisés et purifiés pour permettre la ligation 
dans les plasmides pAdenoX (Clontech). La purification des fragments a été réalisée comme 
décrite précédemment (section 2.5). Les plasmides pAdenoX ont été traités avec les enzymes PI-
Sce I et I-Ceu I et la purification à été effectuée comme décrit. 
 De même, les fragments excisés des plasmides pShuttle2-CRYPTx ont été insérés dans 
des vecteurs pAdenoX via une réaction de ligation à l'aide de la T4 ligase similaire à la méthode 
décrite (section 2.5). Cependant, les bactéries transformées utilisées étaient de Subcloning 
Efficiency DH5α (Invitrogen) et l'antibiotique utilisé était l'ampicilline (100 µg/mL). Les clones 
bactériens sélectionnés ont d'abord été inoculés dans un milieu liquide LB + antibiotique et 
laissés à 37°C pendant 8 heures sous agitation. Une partie de cette culture a ensuite été transférée 
dans 100 mL de LB (contenant de l'ampicilline concentré à 100 µg/mL). La culture a été incubée 
à 37°C pendant 16 heures. 
 L'ADN plasmidique a été extrait à l'aide des solutions et protocoles fournis dans le 
PureLink HiPure Plasmid Filter Purification Kit et PureLink HiPure Precipitator (Invitrogen). Le 
culot bactérien, après avoir été recueilli suite à une centrifugation de 30 minutes à 2 000 rpm à 
température ambiante, a été traité avec la solution R3. Le mélange a été homogénéisé et a été 
traité avec la solution de lyse L7 pendant 5 minutes à température ambiante et ensuite avec la 
solution N3.  Le tout a été transféré sur un dispositif contenant un filtre inséré dans une colonne 
qui a été préalablement équilibrée avec la solution EQ1. La solution de lavage W8 est ajoutée au 
filtre. Le dispositif est retiré et W8 est versée dans la colonne. La solution E4 est ajoutée à la 
colonne et le filtrat contenant l'ADN est recueilli. De l'isopropanol est ajouté au filtrat. Le 
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mélange est versé dans une seringue à laquelle est attaché un filtre qui sert à capturer l'ADN 
plasmidique. Une deuxième filtration est effectuée avec une solution d'éthanol 70%. Pour 
recueillir l'ADN du filtre, une solution de TE (Tris-HCl à 10 mM ajusté à un pH 8.0, EDTA à 1 
mM) chauffée à 60°C est utilisée.  
 L'ADN AdenoXCRYPTx a ensuite été concentré pour la transfection. Du glycogène 
(Fermentas, Vilnius, Lithuania) est ajouté à l'ADN. Une solution de NH4OAc de volume 
équivalent au tiers de celui contenant l'ADN est ajoutée, suivi d'éthanol 95% (2,5 volumes). Le 
mélange est bien homogénéisé et centrifugé pendant 30 minutes à 14 000 rpm à température 
ambiante. Le culot est traité avec de l'éthanol 70% et le tout est centrifugé pendant 2 minutes à 
14 000 rpm. L'ADN est resuspendu dans du TE chauffé à 60°C. 
 Les vecteurs AdenoXCRYPTx concentrés ont été linéarisées pour la transfection. Une 
digestion de chacun des plasmides pAdenoXCRYPTx a été effectuée avec l'enzyme PacI  (New 
England Biolabs) pendant 16 heures à 37°C. Les produits de digestion ont été purifiés. Une 
solution de phénol:chloroforme:alcohol isoamylique (25:24:1) (Sigma-Aldrich, St Louis, 
Missouri, États-Unis) a été ajoutée et le mix a été centrifugé pendant 5 minutes à 14 000 rpm à 
4°C. La partie aqueuse supérieure a été traitée avec du chloroforme (Sigma-Aldrich, St Louis, 
Missouri, États-Unis) et a été centrifugée aux mêmes conditions que précédemment. La partie 
aqueuse supérieure a été receuillie et du glycogène y a été ajouté. Une solution de NH4OAc (1/3 
du volume) a été ajouté suivi d'éthanol 95% (2,5 volumes). Le mélange a été homogénéisé et 
centrifugé pendant 30 minutes à 14 000 rpm à température ambiante. Le culot a été lavé avec de 
l'éthanol 70% et le tout a été centrifugé pendant 2 minutes à 14 000 rpm. L'ADN a été 




 24 heures avant la transfection, 1,5 x 106 cellules humaines embryonnaires de rein 
HEK293 ont été déposées dans un pétri 100 mm x 20 mm (BD Biosciences, Franklin Lakes, 
New Jersey, États-Unis) avec du DMEM (Invitrogen) contenant 10% de sérum de veau foetal 
(SVF). Le milieu a été remplacé par du Opti-MEM (Invitrogen) 3 heures avant la transfection. 
Une solution de Lipofectamine LTX & Plus Reagent (Invitrogen) a été utilisée. La solution Plus 
Reagent a été incubée pendant 5 minutes à température ambiante avec l'ADN AdenoXCRYPTx 
linéarisé. La Lipofectamine LTX a été ajoutée au mélange et le tout a été incubé (30 minutes, de 
même température). Cette solution a été ajoutée aux cellules et celles-ci ont été incubées pendant 
5 heures à 37°C (5% CO2). Le milieu a été remplacé par du DMEM contenant du SVF à 10%. Le 
lendemain, un mélange milieu/agar (1,5% agar avec 5% SVF) a été ajouté aux cellules et 
solidifié pendant 1 heure à température ambiante. Les cellules ont été supplémentées avec du 
milieu/agar lorsque le contenu du pétri devenait jaunâtre. Les clones viraux ont été sélectionnés 
entre 17 et 21 jours post-transfection. Les plages de lyses et l'agar qui les recouvre sont excisées, 
lavées avec du DMEM, et les virus sont relâchés des cellules par 3 cycles gel/dégel dans l'azote 
liquide. Les débris cellulaires sont enlevés suite à une étape de centrifugation de 10 minutes à 1 
500 rpm.  
2.8. Vérification par PCR des clones viraux 
 Les PCR ont été effectuées à l'aide des solutions fournies dans Taq DNA polymerase 
énumérées précédemment (Qiagen). La détection des recombinants a été possible grâce à 
plusieurs amorces (5'-GCTAGCAAAATGCACAAGAGC-3' et 5'-
CTTCTTCACGCTGGGGAAGT-3' pour CRYPTa; 5'-TACCACCACAACCACAACCA-3' et 
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5'-TTCACGCTGGGGAAGTAGTC-3' pour CRYPTb; 5'-GGCCAAGAGCCTGTACAACA-3' 
et 5'-TTCACGCTGGGGAAGTAGTC-3' pour CRYPTc ; 5'-
TAGTGTGGCGGAAGTGTGATGTTGC-3' et 5'-AGATCTGAGCTTTCGCTACC-3' pour tout 
pAdenoX recombinant). Les échantillons ont été migrés sur gel d'agarose 1% contenant du 
bromure d'éthidium et visualisés sous rayons ultraviolets.  
Figure 2.2 : Paramètres des réactions de PCR utilisées pour détecter les adénovirus 
recombinants 
 
2.9. Amplification des adénovirus 
 106 cellules SF-BMAd-R 281 ont été mises en culture un jour avant l'infection. Ces 
cellules, adaptées à la culture en suspension, proviennent de la lignée BMAdE1 (cellules 
humaines de carcinome du poumon A549 exprimant le gène E1 d'adénovirus). Une partie de la 
suspension virale d'un clone a été ajoutée aux cellules et le tout a été incubé à 37°C (5% CO2) 
jusqu'à ce que la majorité des cellules soient décollées. Trois cycles gel/dégel ont été effectués 
pour relâcher les virus des cellules. Les étapes d'amplifications suivantes sont similaires. La 
différence entre chaque amplification réside dans le nombre de cellules initialement utilisées. On 
passe de 106 cellules sur une surface horizontale à 107 cellules en culture jusqu'à finalement 109 




2.10. Purification des adénovirus et titration 
 Le stock viral obtenu suite à l'amplification a été déposé sur un gradient discontinu de 
CsCl. Une centrifugation a été réalisée à 23 000 rpm à 4°C pendant 1 heure 30 minutes. À l'aide 
d'une aiguille 20 G, la bande contenant les virus (infectieux et défectueux) a été aspirée et celle-
ci a été diluée (10 mM Tris pH 7.9) afin de réduire la concentration de CsCl. La suspension 
virale diluée a été déposée sur un gradient continu de CsCl. Le tout a été centrifugé pendant 20 
heures à 4°C à une vitesse de 23 000 rpm. La bande virale inférieure (contenant les virus 
infectieux) a été recueillie comme précédemment. Une colonne NAP-25 (GE Healthcare Life 
Sciences) a été équilibrée avec un milieu de congélation compatible avec l'usage in vivo (50 mM 
Hepes pH 7,5, 2 mM MgCl2, 150mM NaCl, 5% Sucrose). La suspension virale a été ajoutée à la 
colonne et les virions ont été élués suite à l'ajout du milieu de congélation.  
 La titration a été réalisée par l'essai de plages de lyse. Une série de dilutions du stock 
viral a été préparée. Pour chacune des dilutions, 6 x 105 cellules BMAdE1 sont déposées dans un 
pétri de 35 mm. Les dilutions virales ont été ajoutées aux cellules et incubées pendant 4 heures à 
37°C (5% CO2) sous agitation. Les dilutions ont ensuite été enlevées et un mélange milieu/agar a 
été ajouté sur les cellules et solidifié. Ce mélange est composé de 1% Sea Plaque Agarose 
(Lonza, Basel, Suisse) dilué dans du DMEM + 5% SVF. Les cellules ont été supplémentées avec 
du milieu/agar lorsque le contenu du pétri devenait jaunâtre. Les plages apparaissent 1 à 2 
semaines post-infection. 
2.11. Protocole d'immunisation 
 Les vecteurs adénovirus ont été administrés par voie intraveineuse avec une aiguille 27 G 
x 5/8 in. (BD Biosciences) dans un volume de 150 µl de la solution compatible avec l'usage in 
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vivo décrite précédemment. Au total, 30 souris ont été immunisées, dont 10 pour chacun des 
adénovirus recombinants. La moitié de ces animaux ont été injectés avec 2 x 109 virions 
infectieux. Les 15 autres en ont reçu 1010. Les souris ont toutes été sacrifiées 1 semaine post-
immunisation. 



















































2.12. Isolation des splénocytes 
 Les souris ont été sacrifiées 2 heures avant l'utilisation des splénocytes pour l'essai 
ELISpot. Les souris ont d'abord été anesthésiées à l'isoflurane puis sacrifiées par ponction 
intracardiaque. La rate a été immédiatement prélevée et déposée dans du RPMI 1640 
(Invitrogen) contenant 10% SVF à 4°C. Les cellules de rate ont alors été séparées sur un tamis 
cellulaire de 40 µm (BD Biosciences). Le tout a été centrifugé pendant 10 minutes à 1 500 rpm et 
à 4°C. Le culot a été resuspendu et incubé pour 2 minutes dans une solution pour lyser les 
globules rouges (0.15 M NH4Cl, 14 mM KHCO3, 0.13 mM EDTA, pH 7.3).  On a ajouté du 
RPMI + SVF 10% et on a centrifugé 10 minutes à 1 500 rpm. Les splénocytes ont finalement été 
suspendus dans du AIM-V (Invitrogen) contenant 1% de sérum humain. Une fois le compte 
cellulaire effectué, on a préparé des suspensions cellulaires (2 x 106 cellules par mL). 
2.13. ELISpot IFNγ 
 Les essais ELISpot IFNγ ont été réalisés dans des plaques MultiScreenHTS-IP Filter Plates 
(Millipore, Billerica, Massachusetts, États-Unis). Le 1er jour, les puits de la plaque ont été 
imbibés d'éthanol 35% pour 1 minute. Les puits ont ensuite été rincés avec du PBS (Invitrogen). 
1 µg d'anticorps de capture anti-IFNγ de souris (BD Biosciences) dilué dans du PBS a été déposé 
dans chaque puits et incubé à 4°C jusqu'au lendemain. Le 2ème jour, les puits ont été vidés et 
rincés 5 fois avec du PBS.  Chaque puits a été incubé pendant 2 heures à 37°C (5% CO2) avec du 
RPMI + SVF 10% et de la gentamicine (0.05 mg/mL). Les puits ont ensuite été vidés et rincés 5 
fois avec du PBS. Les peptides SLYNTVATL, KLVALGINAV et FLPSDYFPSV (JPT, Berlin, 
Allemagne), préalablement dilués dans du DMSO, ont été déposés (1 µg). Un mélange de PMA 
(5 ng) et d'ionomycine (0.1 µg) (Sigma-Aldrich) a servi à stimuler les splénocytes pour les 
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contrôles positifs. Les contrôles négatifs ont été le milieu AIM-V + 2% de sérum humain et les 
splénocytes seuls. Une suspension de 200 000 cellules à été déposée dans les puits désignés et la 
plaque a été incubée pendant 24 heures à 37°C (5% CO2). Le 3ème jour, le contenu de la plaque a 
été jeté et les puits ont été rincés 10 fois avec du PBS contenant du Tween-20 (Sigma-Aldrich) à 
0.05% (PBST). Les puits ont été vidés et 0,5 µg d'anticorps de détection (BD Biosciences) anti-
IFNγ de souris couplé à la biotine (dilué dans du PBS + 0,5% BSA) ont été ajoutés et incubés 
pendant 2 heures à température ambiante. De nouveau, les puits ont été vidés et rincés 5 fois 
avec du PBST. La streptavidine couplée à la phosphatase alcaline (Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, Californie, États-Unis), diluée dans du PBS + 0,5% BSA, a été déposée dans chaque 
puits. La plaque a été incubée pendant 1 heure à température ambiante. Les puits ont été vidés, 
rincés 3 fois avec du PBST et 3 fois avec du PBS. Le réactif BCIP/NBT (Bio-Rad Laboratories) 
a été ajouté aux puits et la plaque a été incubée pendant 8 minutes en absence de lumière à 
température ambiante. La réaction a été arrêtée en rinçant avec de l'eau. La plaque a été séchée à 
l'obscurité avant l'analyse. Le décompte des spots a été réalisé à l'aide d'un ImmunoSpot 5.0 UV 












































3.1. Production de la colonie de souris transgéniques. 
 La détection des transgènes a été effectuée par PCR sur l'ADN murin extrait des queues 
de souris. Le produit PCR décelant le gène HLA-A*0201 est de 813 pb et celui de HLA-
DRB*0101 est de 315 pb.  
 Suite aux croisements de première génération de souris C57BL/6 mâles transgéniques 
hétérozygotes pour HLA-A*0201 et HLA-DRB*0101 avec des femelles non-transgéniques, des 
souris de génotypes différents ont été produites (génotypes simples positifs, doubles positifs et 
doubles négatifs) (Figure 3.1). Les souris génotype double positif ont été sélectionnées pour la 
reproduction. Ce processus a été répété au long de la production de la colonie. Dès la troisième 
génération, on obtenait, pour un même croisement, uniquement des souris doubles positives 














Figure 3.1: Détection des gènes HLA-A*0201 et HLA-DRB*0101 par PCR pour les souris 
dérivées de 2 mâles transgéniques hétérozygotes C57BL/6 croisées avec des femelles non-
transgéniques (1ère génération). 
Migration par électrophorèse sur gel d’agarose 1% des produits de PCR effectuées sur l'ADN 
murin de 10 souris (a - j) à l'aide d'amorces permettant de détecter les gènes HLA-A*0201 et 
HLA-DRB*0101. Les produits de PCR décelant le gène HLA-A*0201 est de 813 pb et celui de 











Figure 3.2: Détection des gènes HLA-A*0201 et HLA-DRB*0101 pour les souris de la 3ème 
génération. 
Migration par électrophorèse sur gel d’agarose 1% des produits de PCR effectuées sur l'ADN 
murin de 10 souris dérivées du même croisement (a - p) à l'aide d'amorces permettant de détecter 
les gènes HLA-A*0201 et HLA-DRB*0101. Les produits de PCR décelant le gène HLA-
















3.2. Construction et production des adénovirus recombinants. 
 Les cassettes CRYPTa, CRYPTb et CRYPTc ont été extraites à partir des plasmides 
pCRYPTa, pCRYPTb et pCRYPTc. Les tailles des fragments obtenus sur gel d'agarose suite à la 
double digestion NheI et KpnI reflétait les tailles réelles des cassettes (Figure 3.3).  
 Similairement, les sections pShuttle2-CRYPTa, pShuttle2-CRYPTb et pShuttle2-
CRYPTc, extraits à partir des plasmides correspondants traités avec PI-Sce I et I-Ceu I, montrent 
des tailles sur gel d'agarose qui correspondent à ce qui devrait être observé (Figure 3.4). 
 Suite à la construction des plasmides AdenoX recombinants, à la linéarisation de ces 
vecteurs et à la transfection, on peut observer une évolution des effets cytopathiques au niveau 
des cellules HEK 293. Les transfections ont été effectués sous milieu de croissance semi-solide 
(Figure 3.5 C). Dans ces conditions, les effets cytopathiques deviennent visibles environ 14 jours 
post-transfection. Un anneau de cellules endommagées se forme à l'endroit où la production 
virale est active. Ces anneaux apparaissent à l'œil nu comme des points blancs sur la couche 
cellulaire. Chaque anneau origine d'un clone viral. En milieu de croissance liquide, les cellules 
infectées s'arrondissent et se détachent de la couche cellulaire, formant ainsi des amas de cellules 
mortes flottantes (Figure 3.5 D, E et F). 
 Plusieurs clones ont été sélectionnés pour chacun des trois adénovirus recombinants et 
des PCR ont été effectués à l'aide de 2 paires d'amorces différentes (décrites dans la section 2.8 
des résultats) (Figure 3.6, 3.7 et 3.8). Les tailles des fragments obtenus sur gel d'agarose 
correspondent aux tailles qui devaient être retrouvées. 
 L'amplification a débuté à partir d'un clone (pour chaque virus recombinant). À l'étape de 
purification qui suit la centrifugation sur un gradient continu de CsCl, on peut confirmer 
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visuellement qu'une quantité relativement importante de virus a été récoltée (Figure 3.9). La 
titration nous indique que nous avions des concentrations de 1.79x1011 pfu/mL pour 
























Figure 3.3: Extraction des cassettes CRYPTa, CRYPTb et CRYPTc. 
Migration par électrophorèse sur gel d’agarose 1% des plasmides pUC57 pCRYPTa (1), 
pCRYPTb (2) et pCRYPTc (3) digérés par NheI et KpnI. Les cassettes CRYPTa (160 pb), 

















Figure 3.4: Extraction des fragments pShuttle2-CRYPTa, pShuttle2-CRYPTb et pShuttle2-
CRYPTc.  
Migration par électrophorèse sur gel d’agarose 1% des plasmides pShuttle2-CRYPTa (1), 
pShuttle2-CRYPTb (2) et pShuttle2-CRYPTc (3) digérés par PI-Sce I et I-Ceu I. Les fragments 
contenant les cassettes CRYPTa (1,287 pb), CRYPTb (1,422 pb) et CRYPTc (1,281 pb) ont étés 









Figure 3.5: Transfection et amplification des pAdenoX recombinants linéarisés et purifiés. 
Cellules HEK293 non infectées peu confluentes (A) et non infectées très confluentes (B). Plage 
d'infection d'adénovirus recombinants sous milieu de croissance semi-solide (C). Effet 
cytopathique d'adénovirus recombinants sous milieu de croissance liquide (D et E). Effet 









Figure 3.6: Détection des adénovirus AdenoXCRYPTa recombinants. 
Migration par électrophorèse sur gel d’agarose 1% des produits de PCR effectuées sur 7 clones 
AdenoXCRYPTa différents (a - g) à l'aide d'amorces permettant de détecter tous les AdenoX 
recombinants (haut) et les cassettes CRYPTa spécifiquement (bas). Le produit PCR décelant les 









Figure 3.7: Détection des adénovirus AdenoXCRYPTb recombinants. 
Migration par électrophorèse sur gel d’agarose 1% des produits de PCR effectuées sur 5 clones 
AdenoXCRYPTb différents (a - e) à l'aide d'amorces permettant de détecter tous les AdenoX 
recombinants (haut) et les cassettes CRYPTb spécifiquement (bas). Le produit PCR décelant les 








Figure 3.8: Détection des adénovirus AdenoXCRYPTc recombinants. 
Migration par électrophorèse sur gel d’agarose 1% des produits de PCR effectuées sur 5 clones 
AdenoXCRYPTc différents (a - e) à l'aide d'amorces permettant de détecter tous les AdenoX 
recombinants (haut) et les cassettes CRYPTc spécifiquement (bas). Le produit PCR décelant les 










Figure 3.9: Purification des adénovirus recombinants. 
Bandes concentrées de particules virales obtenues suite à la purification par CsCl. La bande 
inférieure contenant les virus complets non-défectifs à été sélectionnée, dessalée et diluée pour 












3.3. Réponses immunitaires induites par la vaccination. 
 Le seuil de positivité a été fixé à 50 SFU/106 splénocytes (Nörder et al., 2010 ; Dorell et 
al., 2006 ; Samri et al., 2006). L’amplitude des réponses immunitaire a été comparée à l’aide du 
test non-paramétrique de Kruskal-Wallis et de l’analyse post-hoc de Dunn. Toutes les souris ont 
été incluses dans les analyses. 
 La cassette CRYPTa encodait 3 codons d'initiation AUG non-optimaux pour tester 
l'initiation alternative. En théorie, le ribosome peut initier la traduction à chacun des codons 
d'initiation, donnant ainsi la possibilité de traduire trois séquences différentes où chaque 
séquence encode un des trois peptides (SLYNTVATL, KLVALGINAV ou FLPSDYFPSV). Ces 
peptides sont formés une fois que la protéine nouvellement synthétisée est ciblée au protéasome. 
Selon le design, si le ribosome opte à initier la traduction au premier AUG, SLYNTVATL sera 
produit. De même, une initiation au deuxième AUG produira KLVALGINAV et une au 
troisième produira FLPSDYFPSV. La « règle du premier AUG » affirme qu'un ribosome initie la 
traduction au premier AUG qu'il rencontre (Kozak, 1995). Cependant, il existe certaines 
exceptions, dont l'initiation alternative dûe au contexte non-optimal du premier AUG. En 
principe, puisque CRYPTa présente les trois mêmes AUG sous-optimaux, on peut considérer que 
l'initiation au premier codon d'initiation est plus probable que l'initiation au deuxième. De la 
même manière, l'initiation au deuxième codon d'initiation est plus probable que celle au 
troisième. 
 Les splénocytes de souris vaccinées avec AdenoXCRYPTa (initiation alternative) n'ont 
réagi qu'en présence du peptide SLYNTVATL. Les souris immunisées avec 2 x 109 virions 
présentaient jusqu'à 250 cellules sécrétrices d'INFγ par 106 splénocytes. Une seule des cinq 
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souris a répondu au peptide (Annexe 3). L'immunisation avec 1 x 1010 particules infectieuses n'a 
pas amplifié les réponses aux 3 peptides. Cependant, les splénocytes de trois des cinq souris 
immunisées ont répondu au peptide à cette dose (Annexe 3). Le nombre de SFU/106 splénocytes 
se trouvait réduit à environ 125 pour SLYNTVATL (Figure 3.10). Les valeurs des duplicatas 
étaient concordantes chez une même souris. En comparant l’amplitude des réponses 
immunitaires aux deux doses pour AdenoXCRYPTa, on observe que la différence entre les 
nombres de SFU/106 splénocytes pour un même peptide était non significative (p > 0.05).  
 La cassette CRYPTb encodait un codon d'initiation AUG optimal conventionnel et 2 
signaux permettant un changement de cadre de lecture programmé. En théorie, le ribosome initie 
nécessairement la traduction au codon d'initiation. De là, il y a une certaine probabilité que le 
ribosome soit affecté par l'un ou l'autre des signaux de changement de cadre de lecture 
programmé. Même si c'est relativement peu probable, le ribosome pourrait être affecté par les 
deux signaux durant la même traduction. Ainsi, il y a un total de quatre possibilités de traduction 
à partir du même codon d'initiation. Selon le design, un ribosome qui ignore les signaux de 
frameshift produira SLYNTVATL. Un ribosome qui utilise l'un ou l'autre des signaux de 
frameshift produira KLVALGINAV.  FLPSDYFPSV ne sera produit que si le ribosome est 
affecté par les deux signaux de frameshit. 
 Les splénocytes de souris vaccinées avec AdenoXCRYPTb (changements de cadre de 
lecture programmés) n'ont réagi qu'en présence du peptide KLVALGINAV. Les souris 
immunisées avec 2 x 109 virions présentaient jusqu'à 60 cellules sécrétrices d'INFγ par 106 
splénocytes. Une seule des cinq souris a répondu au peptide (Annexe 3). L'immunisation avec 1 
x 1010 particules infectieuses a seulement augmenté la réponse à KLVALGINAV. De plus, les 
splénocytes de deux des cinq souris immunisées ont répondu au peptide à cette dose (Annexe 3). 
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Le nombre de SFU/106 splénocytes pouvait aller jusqu'aux alentours de 125 (Figure 3.11). Les 
valeurs des duplicatas étaient concordantes chez une même souris. En comparant l’amplitude des 
réponses immunitaires aux deux doses pour AdenoXCRYPTb, on observe que la différence entre 
les nombres de SFU/106 splénocytes pour un même peptide était non significative (p > 0.05). 
 La cassette contrôle, CRYPTc, encodait un codon d'initiation AUG optimal 
conventionnel permettant une traduction conventionnelle. En théorie, le ribosome peut seulement 
commencer la traduction à ce codon d'initiation. Selon le design, seulement le peptide 
SLYNTVATL devrait être exprimé. La séquence de KLVALGINAV et de FLPSDYFPSV était 
présente dans la cassette. Cependant, ces peptides ne devraient pas être exprimés puisqu'un 
codon stop se trouvait en amont. 
  Les splénocytes de souris vaccinées avec AdenoXCRYPTc (contrôle) n'ont réagi 
qu'en présence du peptide SLYNTVATL. Les souris immunisées avec 2 x 109 virions 
présentaient jusqu'à 1 500 cellules sécrétrices d'INFγ par 106 splénocytes. Les cinq souris ont 
répondu au peptide (Annexe 3). L'immunisation avec 1 x 1010 particules infectieuses n'a pas 
amplifié les réponses aux 3 peptides. Aussi, trois des cinq souris ont répondu au peptide à cette 
dose (Annexe 3). Le nombre de SFU/106 splénocytes se trouvait réduit à environ 250 pour 
SLYNTVATL (Figure 3.12). Les valeurs des duplicatas étaient concordantes chez une même 
souris. En comparant l’amplitude des réponses immunitaires aux deux doses pour 
AdenoXCRYPTc, on observe que la différence entre les nombres de SFU/106 splénocytes pour 
un même peptide était non significative (p > 0.05).  
 Une analyse a été réalisée en catégorisant les données selon le peptide (Figure 3.13). Pour 
une même dose, la différence de l'amplitude des réponses envers SLYNTVATL entre 
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AdenoXCRYPTb et AdenoXCRYPTc était significative (p < 0.05). La différence entre 
AdenoXCRYPTa et AdenoXCRYPTb pour l'amplitude des réponses envers KLVALGINAV 
était aussi significative (p < 0.05). De même, la différence de l'amplitude des réponses envers 
KLVALGINAV entre AdenoXCRYPTb et AdenoXCRYPTc est significative (p < 0.05).  
 Une deuxième analyse a été réalisée, mais cette fois sur toutes les données confondues 
(Figure 3.14). En comparant les réponses contre le contrôle négatif KLVALGINAV 
(AdenoXCRYPTc), l'amplitude des réponses envers SLYNTVATL pour AdenoXCRYPTa (pour 
la dose 1 x 1010), envers KLVALGINAV pour AdenoXCRYPTb (pour la dose 1 x 1010) et 
envers SLYNTVATL pour AdenoXCRYPTc (pour la dose 2 x 109) était significativement plus 
élevée. 
 Les souris contrôles utilisées ont donc été celles qui ont été immunisées avec 
AdenoXCRYPTc. Puisque l'objectif était, en partie, de vérifier la reconnaissance d'épitopes 
cryptiques, ces vecteurs et souris ont été considérés suffisants comme contrôles. En examinant 
l'expression et la reconnaissance de SLYNTVATL avec AdenoXCRYPTc, on vérifiait, d'un seul 
test, si les cassettes pouvaient être exprimées dans les vecteurs AdenoX et si les souris étaient 
effectivement capables de présenter un peptide HLA-A2 restreint. 
 Des contrôles positifs et négatifs ont été utilisés pour l'essai ELISpot IFNγ. Un mélange 
de PMA et d'ionomycine a servi à stimuler les splénocytes pour les contrôles positifs. Les 
contrôles négatifs ont été les splénocytes seuls et le milieu AIM-V + 2% de sérum humain. Les 
contrôles positifs ont montré, en moyenne, 600 SFU/106 splénocytes par puits. Les contrôles 
négatifs n’ont montré, en moyenne, aucun SFU/106 splénocytes par puits pour les splénocytes 
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seuls et aucun SFU/106 splénocytes par puits pour le milieu AIM-V + 2% de sérum humain. Les 


























Figure 3.10: Réponse des splénocytes de souris immunisées avec AdenoXCRYPTa 
recombinant. 
Reconnaissance des peptides SLYNTVATL, KLVALGINAV et FLPSDYFPSV par les 
splénocytes de souris immunisées avec AdenoXCRYPTa. Des ELISpot IFNγ ont été effectués 
une semaine post-immunisation sur les splénocytes fraîchement isolés de 5 souris vaccinées avec 








Figure 3.11: Réponse des splénocytes de souris immunisées avec AdenoXCRYPTb 
recombinants. 
Reconnaissance des peptides SLYNTVATL, KLVALGINAV et FLPSDYFPSV par les 
splénocytes de souris immunisées avec AdenoXCRYPTb. Des ELISpot IFNγ ont été effectués 
une semaine post-immunisation sur les splénocytes fraîchement isolés de 5 souris vaccinées avec 








Reconnaissance des peptides SLYNTVATL, KLVALGINAV et FLPSDYFPSV par les 
splénocytes de souris immunisées avec AdenoXCRYPTc. Des ELISpot IFNγ ont été effectués 
une semaine post-immunisation sur les splénocytes fraîchement isolés de 5 souris vaccinées avec 






Figure 3.13: Réponse des splénocytes de souris immunisées avec AdenoXCRYPT 
recombinants selon SLYNTVATL, KLVALGINAV et FLPSDYFPSV. 
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Reconnaissance des peptides SLYNTVATL, KLVALGINAV et FLPSDYFPSV par les 
splénocytes de souris immunisées avec AdenoXCRYPTa, AdenoXCRYPTb et 
AdenoXCRYPTc. Une analyse a été réalisée en catégorisant les données selon le peptide 








Figure 3.14: Ensemble des réponse des splénocytes de souris immunisées avec 
AdenoXCRYPT recombinants contre les peptides SLYNTVATL, KLVALGINAV et 
FLPSDYFPSV. 
Reconnaissance des peptides SLYNTVATL, KLVALGINAV et FLPSDYFPSV par les 
splénocytes de souris immunisées avec AdenoXCRYPTa, AdenoXCRYPTb et 



























































































































































































































































































 L'objectif de mes travaux de maîtrise était de vérifier le potentiel immunogène des 
épitopes encodés dans des CLAs. On estimait pouvoir évaluer notre hypothèse selon laquelle une 
cassette permettant l'expression de CLAs induirait une réponse LTC plus large que celle résultant 
d’une immunisation par des vecteurs contrôles dépourvus de tels éléments. Suite aux expériences 
qui ont été complétées, on peut affirmer que les épitopes cryptiques encodées dans des cadres de 
lectures chevauchants contrôlés par l'initiation alternative de traduction ou le changement de 
cadre de lecture ribosomique programmé sont immunogènes. Cependant, l'hypothèse qu'une 
cassette permettant l'expression d'épitopes cryptiques serait capable de générer une réponse plus 
diversifiée qu'une cassette conventionnelle ne peut être confirmée. Un seul des trois peptides 
encodés dans les cassettes CRYPTa et CRYPTb a provoqué une réponse immunitaire, comme 
cela a été le cas pour la cassette CRYPTc. L'hypothèse aurait été validée si au moins 2 peptides 
des cassettes CRYPTa et CRYPTb avaient été reconnus par les cellules T murines. 
Réponses immunitaires contre des épitopes cryptiques. 
 La cassette contrôle, CRYPTc, encodait un codon d'initiation AUG optimal 
conventionnel permettant une traduction conventionnelle. Effectivement, suite à l'expérience, on 
observe que SLYNTVATL a été le seul peptide reconnu par les splénocytes de souris. Ceci 
confirme que les adénovirus recombinants AdenoX peuvent exprimer les inserts. De plus, on 
peut aussi affirmer que la séquence peptidique SLYNTVATL pouvait être excisée par le 
protéasome et que le peptide pouvait être présenté par le CMH de classe I humain HLA-
A*0201exprimé par nos souris transgéniques. 
 La cassette CRYPTa encodait 3 codons d'initiation AUG non-optimaux pour tester 
l'initiation alternative. Suite à l'expérience, on observe que SLYNTVATL a été le seul peptide 
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reconnu par les splénocytes de souris. Il est probable que les deuxième et troisième codons 
d'initiation n'ont pas (ou pas assez) été utilisés pour la traduction. Si c'est le cas, cela voudrait 
dire que le premier codon d'initiation non-optimal est néanmoins assez efficace pour empêcher 
une initiation aux autres AUG. Dans le cas où une stratégie multi-épitopes est recherchée, une 
possibilité serait de s'assurer que les codons d'initiation d'initiation alternative soient encore 
moins optimaux. On peut moduler l'expression des peptides en modifiant les éléments de la 
traduction tels que le codon d'initiation et les quelques nucléotides qui le flanquent. Par exemple, 
on peut moduler la reconnaissance d'un AUG dans un contexte sous-optimal lorsque des 
structures secondaires sont introduites dans l'ARNm au début de la séquence codante. Ceci est 
surement dû au fait que la présence d'une structure secondaire en aval du codon d'initiation 
ralentit la lecture du ribosome et lui offre plus de temps pour reconnaitre l'AUG initiateur 
(Kozak, 1990). On pourrait aussi utiliser un codon initiateur différent de AUG tel que CUG 
(Schwab et al., 2004). Il serait également possible de moduler l'expression protéique en 
modifiant les nucléotides -6, -3 et +4 relatifs au premier nucléotide du codon d'initiation utilisé.  
Par cette expérience, on confirme que, suite à une vaccination, le système immunitaire adaptatif 
peut reconnaître un peptide cryptique dérivé d'une initiation alternative de traduction (Berger et 
al., 2010 ; Champiat et al., 2012). 
 La cassette CRYPTb encodait un codon d'initiation AUG optimal conventionnel et 2 
signaux permettant un changement de cadre de lecture programmé. Suite à l'expérience, on 
observe que KLVALGINAV a été le seul peptide reconnu par les splénocytes de souris. Cela est 
étonnant, vu que les signaux de frameshift ne peuvent être utilisés qu'entre 5% à 10% du temps 
(Houck-Loomis et al., 2011). Dans cette cassette, la probabilité maximale qu'un frameshift 
produise KLVALGINAV est donc estimée à ~ 20%. Il est envisageable que la traduction sans 
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changement de cadre de lecture ait eu lieu sans le sectionnement du peptide SLYNTVATL suite 
à la protéolyse. Cependant, les acides aminés encadrant le peptide dans CRYPTb (AK en amont 
et KK en aval) ne diffèrent que très peu de ce qu'on retrouve pour le même peptide dans la 
cassette CRYPTa (HK en amont et EK en aval) et dans la cassette CRYPTc (AK en amont et EK 
en aval). Lorsqu'on analyse la séquence protéique avec le logiciel NetChop 3.1, il est prédit que 
le peptide devrait pouvoir effectivement être clivé (Nielson et al., 2005). Toutefois, il est prédit 
que le peptide SLYNTVATL peut être clivé par le protéasome à cinq endroits différents 
(comparé à deux sites de clivage pour ce peptide dans les cassettes CRYPTa et CRYPTc). Il est 
donc possible que SLYNTVATL de la cassette CRYPTb soit détruit au protéasome. Par cette 
expérience, on confirme que, suite à une vaccination, le système immunitaire adaptatif peut 
reconnaître un peptide cryptique dérivé d'un changement de cadre de lecture programmé, ce qui a 
déjà été démontré par plusieurs groupes (Zook et al., 2006; Gao et al., 2010). 
Hétérogénéité des réponses immunitaires. 
 Dans le contexte de ces expériences, il n'y a pas eu de différence statistiquement 
significative entre l'administration d'une dose intraveineuse de 2 x 109 ou de 1 x 1010 particules 
infectieuses d'adénovirus recombinants non-réplicatifs sur l'amplitude de la réponse immunitaire 
en INFγ mesurée dans les splénocytes. On aurait cru qu'une plus grande quantité de particules 
infectieuses augmenterait l'expression et la présentation des épitopes cryptiques et 
conventionnels. Lorsque les adénovirus sont délivrés directement dans la circulation, l'expression 
des transgènes est presque complètement restreinte au foie (Nakatani et al., 2000). Certains ont 
rapporté qu'une dose de 5 x 109 pfu était suffisante pour transduire la totalité des hépatocytes 
chez la souris (Wang et al., 2007). Selon cette donnée, la transduction avec 1 x 1010 pfu aurait été 
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jusqu'à 2,5 fois plus efficace que celle avec 2 x 109 pfu. Curieusement, cette différence n'a pas 
été observée. Dans nos expériences cela pourrait être dû à une technique d'injection imparfaite. 
 D'autre part, ce ne sont pas toutes les souris qui ont répondu également à la vaccination. 
Ce n'est qu'à l'immunisation avec AdenoXCRYPTc (à 2 x 109 pfu) que les toutes les souris ont 
répondu. Cela pourrait refléter le niveau d'expression plus élevé du cadre de lecture exprimant 
SLYNTVATL comparativement à tous les autres cadres de lecture. Curieusement, 
l'immunisation à une plus haute dose pour ce vecteur a baissé le nombre de répondeurs à trois. 
Cependant, pour AdenoXCRYPTa et AdenoXCRYPTb, une augmentation de la dose a haussé le 
nombre de répondeurs. Les amplitudes mesurées chez les répondeurs étaient aussi hétérogènes. 
Par exemple, pour AdenoXCRYPTc (à 2 x 109 pfu), certains SFU/106 splénocytes étaient dix 
fois plus élevées que d'autres. Les fluctuations entre individus peuvent normalement être 
expliquées, en partie, par les différences génétiques. Cependant, dans cette expérience, les souris 
sont consanguines et les CMH transgéniques sont les mêmes. Aussi, les souris transgéniques 
n'ont pas été exposées à des agents infectieux par contamination accidentelle. Ceci ne pourrait 
donc expliquer les réponses observées. Il serait donc raisonnable de croire que la technique 
d'immunisation peut être responsable de ces différences. Une partie de la solution contenant les 
particules infectieuse a pu se retrouver dans certains tissus avoisinants le point d'injection si 
l'aiguille n'était pas parfaitement insérée dans la veine. La quantité de virus empruntant 
directement la voie intraveineuse pouvait ainsi varier. Il faut rappeler que la technique de 
vaccination par voie intraveineuse chez la souris est délicate. De plus, l'action de réchauffer les 
solutions contenant les virus avant injection peut en inactiver une certaine quantité. Ces virus 
sont sensibles aux changements de température (Obenauer-Kutner et al., 2002). 
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 Malgré cela, il est possible que la quantité de virus réellement utilisée ait été sous-estimée 
par la titration. La dose 2 x 109 pfu aurait donc été maximale, ce qui expliquerait les différences 
non significatives entre l'administration des deux différentes doses intraveineuse de particules 
infectieuses d'adénovirus recombinants non réplicatifs sur l'amplitude de la réponse immunitaire 
en INFγ mesurée dans les splénocytes.  
 L'hétérogénéité des réponses immunitaires pourrait aussi être expliquée par l'imprécision 
des quantités utilisées lors des essais ELISpot INFγ. Il est possible que la concentration de 
peptides utilisée ait été sous-optimale. Les concentrations finales préparées peuvent donc être 
différentes entre les puits et les plaques. De la même manière, une quantité dissemblable de 
splénocytes déposées dans les puits aurait varié les résultats. Les splénocytes de souris sont 
sensibles une fois extraites de l'organisme (Klein et al., 2006). Puisqu'il a été nécessaire de 
sacrifier plusieurs souris (et de retirer plusieurs rates) au même moment, la fonctionnalité des 
cellules aurait été différente entre organismes.   
 À noter que les splénocytes de souris non transgéniques non immunisées pourraient servir 
de contrôles additionnels pour l'essai ELISpot INFγ. Il est possible que certaines réponses 
positives observées chez certaines souris immunisées soient le résultat d'alloréactivité. 
Études supplémentaires. 
 La réponse en INFγ peut aussi être mesurée à différents temps post-immunisation (par 
exemple à 2, 4, 8 et 12 semaines). Certains détectaient des réponses en INFγ plus importantes à 
14 jours qu'à 7 jours post-immunisation intraveineuse à une dose de 1 x 1010 pfu (Holst et al., 
2010). Il est donc possible que les amplitudes en SFU/106 splénocytes à 2 semaines post-
immunisation aient été plus importantes que celles observées après 1 semaine. On peut aussi 
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vérifier si les cellules mémoires sont capable de reconnaître les peptides 6 mois post-
immunisation via l'essai ELISpot INFγ. Les expériences proposées sur les splénocytes pourraient 
aussi être réalisées sur les cellules retrouvées dans le sang périphérique ou dans les ganglions 
lymphatiques.  
 Les cellules T cytotoxiques sont souvent quantifiées en utilisant l'essai ELISpot INFγ 
lorsqu'on évalue un vaccin antiviral (Schellens et al., 2008). Il existe d'autres marqueurs et 
facteurs sécrétés qui peuvent être analysés pour mesurer la spécificité, la force, la diversité et la 
longévité des réponses cellulaires effectrices et mémoires (Gotch et al., 2005). On peut utiliser 
des tétramères de CMH-peptide afin d'étudier l'expression de ces différents marqueurs sur les 
populations de cellules spécifiques aux antigènes utilisées dans nos expériences. Comme décrit 
précédemment, la technique permettrait de quantifier et d'étudier les phénotypes des cellules T 
antigène-spécifique (Sims et al., 2010 ; Zaritskaya et al., 2010 ; Harari et al., 2009). 
 Suite à l'interaction entre le lymphocyte T et la CPA, une cascade de signalisation 
intracellulaire mène à la sécrétion de l'IL-2 et à l'expression du récepteur membranaire IL-2R. 
L'activation et la prolifération des cellules T CD4+ et CD8+ s'ensuit. Pour l'étude des 
lymphocytes T CD4+, il est possible de faire des analyses phénotypiques par la quantification 
des différentes populations présentes selon les marqueurs CD4, CD11a (molécule d'adhésion et 
de co-stimulation), CD18 (molécule d'adhésion), CD28 (molécule de co-stimulation), CD69 
(molécule de signalisation) et IL-2R à l'aide de la cytofluorométrie.  
 Comme mentionné, la production d'IL-2 est nécessaire pour la prolifération et la 
différenciation des lymphocytes T CD8+ en cellules effectrices. En fait, les cellules T CD8+ 
mémoires sont capable de produire de l'IL-2 chez les individus qui contrôlent l'infection par le 
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VIH, contrairement à ceux qui progressent rapidement vers le SIDA (Schellens et al., 2008). Des 
essais ELISpot IL-2 peuvent être employés semblablement à ce qui a été effectué pour mesurer 
les splénocytes sécréteurs d'INFγ. Des tests utilisant le CFSE peuvent être exploités pour 
mesurer, via la cytofluorométrie, la prolifération des splénocytes après stimulation avec les 
peptides (Robinson et Amara, 2005). Comme pour les cellules T CD4+, des analyses 
phénotypiques peuvent être réalisées via la quantification des différentes populations présentes, 
mais cette fois selon les marqueurs CD8, CD28, CD45 (molécule de signalisation), CD107a 
(marqueur de dégranulation) et IL-2R à l'aide de la cytofluorométrie. Les récepteurs 
membranaires CD27 et CD127 sont associés, suite à une infection virale, à  l'habileté qu'ont les 
cellules T mémoires CD8+ à persister sans stimulation antigénique et à proliférer lors d'une 
réinfection (Holst et al., 2010). Ces marqueurs peuvent donc être ciblés pour les études 
phénotypiques. Comme mentionné précédemment, les cellules T CD8+, suite à la reconnaissance 
des antigènes viraux ancrés dans les molécules du CMH-I, deviennent cytotoxiques et induisent 
l'apoptose par la relâche de perforine et de granzyme. Spécifique pour mesurer les fonctions 
effectrices des LTCs, le test de cytotoxicité avec relâche de chrome radioactif (51Cr) permet de 
quantifié l'activité lytique en mesurant la relâche de 51Cr (provoquée par l'activités cytotoxique 
des LTCs) après avoir exposé les splénocytes à des cellules cibles présentant chacun des 
peptides. Les techniques de marquage intracellulaire des molécules effectrices (perforine et 
granzyme) sont des méthodes qui permettent aussi de vérifier les fonctions lytiques. Elles sont 
complémentaires aux tests de cytotoxicité par relâche de 51Cr.  
 La branche humorale a possiblement été stimulée par les virions AdenoX. Le sérum des 
souris a été prélevé pour éventuellement vérifier et quantifier (par un test ELISA) la production 
d'anticorps par les souris immunisées contre les épitopes cryptiques. On peut aussi détecter les 
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anticorps produits contre l'hexon et la fibre de l'adénovirus pour vérifier l'immunisation (Bradley 
et al., 2012). 
 On pourra tester la protection conférée par les virus AdenoX recombinants en soumettant 
des souris femelles (préalablement immunisées) à un challenge viral au moyen de virus vaccinia 
recombinants où chacun exprimerait un des trois épitopes (SLYNTVATL, KLVALGINAV et 
FLPSDYFPSV). Les charges virales pourraient être mesurées et comparées à des souris non-
vaccinées qui recevraient aussi les virus vaccinia (Valentine et al., 2012). 
Perspectives.  
 Nos travaux démontrent qu’il est possible d'intégrer des codons d'initiation et des signaux 
de frameshift dans des cassettes d'expression. Quelques groupes avaient déjà manipulé 
génétiquement des séquences virales et plasmidiques pour vérifier si effectivement les CLAs 
peuvent produire des épitopes immunogènes (Bullock et al., 1996 ; Schirmbeck et al., 2005). Ce 
qui est radicalement nouveau dans la présente recherche est que nous avons délibérément intégré 
des signaux dans des vecteurs vaccinaux pour moduler la traduction des CLAs et exprimer des 
épitopes cryptiques préalablement définis. Nous avons démontré que des vecteurs vaccinaux 
pouvaient produire des antigènes cryptiques avec de telles constructions et que ces peptides 
pouvaient être reconnus par le système immunitaire. Ces travaux ouvrent la porte à de nouvelles 
stratégies impliquant l'utilisation des CLAs afin d’éventuellement développer des vaccins 
thérapeutiques et prophylactiques contre plusieurs pathogènes, dont le VIH et le VHC.   
 Une des utilisations ingénieuses que l'on pourrait faire à l'aide des CLAs 
intentionnellement programmés serait de les intégrer dans des vaccins comme « outils de 
mutagenèse dirigée » (Champiat et al., 2012). L'idée a été brièvement décrite précédemment. 
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Elle consiste à utiliser les pressions de sélection par la réponse immunitaire envers les CLAs 
pour muter certaines protéines ou séquences qui sont critiques pour la réplication virale ou 
simplement limiter les mutations possibles dans les cadres de lectures chevauchants. 
SLYNTVATL est localisé dans une région où les mutations peuvent grandement diminuer la 
réplication virale (Kan-Mitchell et al., 2004). En observant les variants pour ce peptide qui 
apparaissent naturellement lors d'une infection, on peut remarquer que les mutations semblent se 
retrouver aux mêmes endroits, dont la tyrosine en position 3  (Martinez-Hackert et al., 2006). 
Ceci indique que certains changements ont le potentiel de réduire la réplication. Un de ces 
résidus qui ne montrent pas de mutations est la leucine en position 2. En supposant que l'on 
puisse diriger les pressions sélectives vers un cadre de lecture qui chevauche celui qui code pour 
SLYNTVATL, on pourrait provoquer une mutation au niveau de la leucine. Un exemple est 




















En supposant que l'on puisse diriger les pressions sélectives vers un cadre de lecture qui chevauche celui qui code 
pour SLYNTVATL (localisé dans une région critique), on pourrait provoquer, par vaccination, une mutation au 
niveau de la leucine en position 2. Cette mutation aurait des conséquences possiblement plus sévères sur la 




 Les résultats de nos travaux soulignent le potentiel immunogène des épitopes cryptiques 
et supportent les propositions de plusieurs investigateurs selon qui les épitopes cryptiques sont à 
considérer lors du design de vaccins (Bansal et al., 2010 ; Carlson et al., 2010 ; Maness et al., 
2010 ; Rutkowski et al., 2011 ; Champiat et al., 2012).  Il est important de rappeler que ces 
CLAs sont régulés par des signaux qui « sortent du cadre » traditionnel. Ainsi, lorsqu'une 
réponse contre plusieurs épitopes est recherchée, comme c'est le cas pour le VIH et le VHC, il 
faudra s'assurer du niveau d'expression des différents peptides. Éventuellement, lors de la 
sélection des épitopes, il faudra aussi prendre en compte l'hétérogénéité des molécules de CMH 
dans les populations humaines (Rueckert et Guzmán, 2012). Des études supplémentaires seront 
donc nécessaires pour évaluer les produits des transcriptions et traductions non-conventionnelles. 
Ceci permettra un design de cassettes vaccinales plus efficace et plus sophistiqué. La bio-
informatique s'avèrera utile pour développer des algorithmes de prédiction plus puissants que 
ceux présentement disponibles.   
 En vue de favoriser la reconnaissance des épitopes cryptiques, il serait possiblement 
futile de chercher à augmenter le taux de transcription des cassettes puisque certaines recherches 
ont montré qu'il n'y avait pas de corrélation entre l'abondance des ARNm dans la cellule et la 
présentation antigénique au CMH-I (Weinzierl et al., 2007). Cependant, on pourrait 
éventuellement favoriser la présentation antigénique des épitopes cryptique en essayant de 
provoquer une dégradation rapide des produits ribosomaux. Ceci peut être réalisé par la 
construction d'une cassette où la séquence de l’ubiquitine est fusionnée à la protéine en N-




 De plus, avec les récentes publications traitant des données du projet ENCODE, on peut 
déjà réaliser que notre conception du transcriptome était imparfaite (Pennisi, 2012). Serait-il 
exagéré d'imaginer que la traduction ribosomale soit beaucoup plus « cryptique » que l'on ne le 
croit présentement? Certains s'attendent même à des recherches extensives sur le « DRiPome » 
(Yewdell et Princiotta, 2012).  On estime que les découvertes qui découleraient de telles 
recherches ont le potentiel de redessiner le monde de la biologie.  
 Yewdell et Hickman ont proposé que les vaccins LTC efficaces devraient contenir une 
grande diversité de peptides qui sont normalement présentés dans le contexte du CMH-I 
(Yewdell et Hickman, 2007). Ces auteurs ont proposé qu'il serait réalisable d'exprimer 
intentionnellement tous les cadres de lectures possibles d'une protéine virale cible. Nous avons 
tenté une approche similaire et nous estimons qu'il serait effectivement possible de construire des 
cassettes impliquant des signaux qui mènent à des changements de cadre de lecture, tant que ces 
éléments sont accessibles et reconnaissables par les ribosomes. En 2007, les auteurs affirmaient 
qu'il serait mieux de ne pas tenter de telles approches à moins que des recherches nous 
confirment un ciblage ubiquitaire des épitopes encodés dans les CLAs viraux. Nous avons 
démontré qu'il est possible de provoquer intentionnellement la traduction des CLAs et, qu'à la 
lumière des résultats, cette stratégie semble plus que prometteuse. Les designs pourraient 
éventuellement devenir de plus en plus complexes par l'intégration d'une multitude de signaux. 



























 On a confirmé que les vecteurs viraux AdenoX recombinants pouvaient exprimer des 
protéines cryptiques et que la souris C57BL/6 transgénique homozygote pour un CMH humain 
était un modèle utile pour étudier les réponses immunitaires cellulaires envers des peptides 
restreints aux CMH humains. Nous n'avons pas trouvé de différences significatives entre les 
effets de doses différentes d'adénovirus recombinants (2 x 109 et 1 x 1010 pfu) sur l'amplitude des 
réponses immunitaires dirigées contre des peptides cryptiques et conventionnels dans un modèle 
murin. Enfin, nous avons montré qu'il est possible de provoquer, par une vaccination, une 
réponse immunitaire contre des épitopes cryptiques dérivés d'un changement de cadre de lecture 
programmé et d'une initiation alternative de traduction dans un modèle murin. 
 Ces expériences sont parmi les premières à démontrer que des immunogènes dérivés de 
CLAs peuvent être délibérément programmés dans des cassettes vaccinales et être reconnus par 
le système immunitaire. Elles suggèrent qu'il existe des avenues inexplorées et prometteuses en 
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GCU AGC AAA AUG CAC AAG AGC CUG UAC AAC ACC GUG GCC ACC CUG 
 A   S   K    M   H   K   S   L   Y   N   T   V   A   T   L 
 
GAG AAG AAA AAA UGC ACA AGA AGC UGG UGG CCC UGG GCA UCA ACG  
 E   K   K   K   C   T   R   S   W   W   P   W   A   S   T 
 
CCG UGA AGA AGA AAA AAU GCA CAA GUU CCU GCC CAG CGA CUA CUU  
 P   *   R   R   K   N   A   Q   V   P   A   Q   R   L   L 
 
CCC CAG CGU GAA GAA GGG UAC C 





GC UAG CAA AAU GCA CAA GAG CCU GUA CAA CAC CGU GGC CAC CCU 
         Q  N   A   Q   D   P   V   Q   H   R   G   H   P 
 
GGA GAA GAA AAA AUG CAC AAG AAG CUG GUG GCC CUG GGC AUC AAC 
 G   E   E   K   M   H   K   K   L   V   A   L   G   I   N 
 
GCC GUG AAG AAG AAA AAA UGC ACA AGU UCC UGC CCA GCG ACU ACU 
 A   V   K   K   K   K   C   T   S   S   C   P   A   T   T   
 
UCC CCA GCG UGA AGA AGG GUA CC 






G CUA GCA AAA UGC ACA AGA GCC UGU ACA ACA CCG UGG CCA CCC 
       A   K   C   T   R   A   C   T   T   P   W   P   P 
 
UGG AGA AGA AAA AAU GCA CAA GAA GCU GGU GGC CCU GGG CAU CAA  
 W   R   R   K   N   A   Q   E   A   G   G   P   G   H   Q 
 
CGC CGU GAA GAA GAA AAA AUG CAC AAG UUC CUG CCC AGC GAC UAC 
 R   R   E   E   E   K   M   H   K   F   L   P   S   D   Y 
 
UUC CCC AGC GUG AAG AAG GGU ACC 
























pCRYPTb (0) (SLYNTVATL exprimé seulement)  
 
GCU AGC ACC AUG GGU CGA AGC GCU AAU UUU UUA GGG AAA AUC UGG 
             M   G   R   S   A   N   F   L   G   K   I   W    
 
CCU UCC CAC AAG GGG AGG CCA GGG AAU UUU CUU ACC ACC ACA ACC 
P   S   H    K   G   R   P   G   N   F   L   T   T   T   T    
 
ACA ACC ACC ACC ACC ACC GAA AAA AAC UCC UCA AGG GGG GAG AUC 
 T   T   T   T   T   T   E   K   N   S   S    R   G   E   I 
 
UCA UCU CCC CCC AUC CCG GCC AAG AGC CUG UAC AAC ACC GUG GCC 
 S   S   P   P   I   P   A   K   S   L   Y   N   T   V   A    
 
ACC CUC AAG AAG AAA CCG CCA AGA AGC UGG UGG CCC UGG GCA UCA 
T    L   K   K   K   P   P   R   S   W   W   P   W   A   S    
 
 
ACG CCG UGA AGA AGA AAC CGC CAA GUU CCU GCC CAG CGA CUA CUU 
T   P   *    R   R   N   R   Q   V   P   A   Q   R   L   L 
 
CCC CAG CGU GAA GAA GGG UAC C 





pCRYPTb (0/-1) (f/S au 2e site seulement; KLVALGINAV exprimé seulement) 
 
GCU AGC ACC AUG GGU CGA AGC GCU AAU UUU UUA GGG AAA AUC UGG       
             M   G   R   S   A   N   F   L   G   K   I   W    
 
CCU UCC CAC AAG GGG AGG CCA GGG AAU UUU CUU ACC ACC ACA ACC 
P   S   H    K   G   R   P   G   N   F   L   T   T   T   T    
              
ACA ACC ACC ACC ACC ACC GAA AAA AAA CUC CUC AAG GGG GGA GAU 
T   T   T   T   T   T   E   K   K   L   L    K   G   G   D    
 
CUC AUC UCC CCC CAU CCC GGC CAA GAG CCU GUA CAA CAC CGU GGC 
 L   I   S   P   H   P   G   Q   E   P   V   Q   H   R   G    
 
CAC CCU CAA GAA GAA ACC GCC AAG AAG CUG GUG GCC CUG GGC AUC 
 H   P   Q   E   E   T   A   K   K   L   V   A   L   G   I    
 
AAC GCC GUG AAG AAG AAA CCG CCA AGU UCC UGC CCA GCG ACU ACU 
N   A   V   K   K    K   P   P   S   S   C   P   A   T   T   
 
UCC CCA GCG UGA AGA AGG GUA CC 











pCRYPTb (-1/-1) (f/S au 1er site seulement; KLVALGINAV exprimé seulement)  
 
GCU AGC ACC AUG GGU CGA AGC GCU AAU UUU UUU AGG GAA AAU CUG  
             M   G   R   S   A   N   F   F   R   E   N   L 
 
GCC UUC CCA CAA GGG GAG GCC AGG GAA UUU UCU UAC CAC CAC AAC  
 A   F   P   Q   G   E   A   R   E   F   S   Y   H   H   N     
 
CAC AAC CAC CAC CAC CAC CGA AAA AAA CUC CUC AAG GGG GGA 
H    N   H   H   H   H   R   K   K   L   L   K   G   G    
 
GAU CUC AUC UCC CCC CAU CCC GGC CAA GAG CCU GUA CAA CAC CGU 
 D   L   I   S   P   H   P   G   Q   E   P   V   Q   H   R   
 
GGC CAC CCU CAA GAA GAA ACC GCC AAG AAG CUG GUG GCC CUG GGC 
 G   H   P   Q   E   E   T   A   K   K   L   V   A   L   G 
 
AUC AAC GCC GUG AAG AAG AAA CCG CCA AGU UCC UGC CCA GCG ACU 
 I   N   A   V   K   K   K   P   P   S   S   C   P   A   T    
 
ACU UCC CCA GCG UGA AGA AGG GUA CC 






pCRYPTb (-1/-2) (f/S aux deux sites; FLPSDYFPSV exprimé seulement) 
    
GCU AGC ACC AUG GGU CGA AGC GCU AAU UUU UUU AGG GAA AAU CUG  
             M   G   R   S   A   N   F   F   R   E   N   L 
 
GCC UUC CCA CAA GGG GAG GCC AGG GAA UUU UCU UAC CAC CAC AAC  
 A   F   P   Q   G   E   A   R   E   F   S   y   H   H   N      
 
CAC AAC CAC CAC CAC CAC CGA AAA AAA ACU CCU CAA GGG GGG AGA  
 H   N   H   H   H   H   R   K   K   T   P   Q   G   G   R    
 
UCU CAU CUC CCC CCA UCC CGG CCA AGA GCC UGU ACA ACA CCG UGG  
 S   H   L   P   P   S   R   P   R   A   C   T   T   P   W    
 
CCA CCC UCA AGA AGA AAC CGC CAA GAA GCU GGU GGC CCU GGG CAU  
 P   P   S   R   R   N   R   Q   E   A   G   G   P   G   H    
 
CAA CGC CGU GAA GAA GAA ACC GCC AAG UUC CUG CCC AGC GAC UAC   
 Q   R   R   E   E   E   T   A   K   F   L   P   S   D   Y    
 
UUC CCC AGC GUG AAG AAG GGU ACC 























GCU AGC ACC AUG GCC AAG AGC CUG UAC AAC ACC GUG GCC ACC CUG 
             M   A   K   S   L   Y   N   T   V   A   T   L 
 
GAG AAG AAA CCG CCA AGA AGC UGG UGG CCC UGG GCA UCA ACG  
 E   K   K   P   P   R   S   W   W   P   W   A   S   T 
 
CCG UGA AGA AGA AAC CGC CAA GUU CCU GCC CAG CGA CUA CUU  
 P   *   R   R   N   H   Q   V   P   A   Q   R   L   T 
 
CCC CAG CGU GAA GAA GGG UAC C 





GC UAG CAC CAU GGC CAA GAG CCU GUA CAA CAC CGU GGC CAC CCU 
         H  H   G   Q   E   P   V   Q   H   R   G   H   P 
 
GGA GAA GAA ACC GCC AAG AAG CUG GUG GCC CUG GGC AUC AAC 
 G   E   E   T   A   K   K   L   V   A   L   G   I   N 
 
GCC GUG AAG AAG AAA CCG CCA AGU UCC UGC CCA GCG ACU ACU 
 A   V   K   K   K   P   P   S   S   C   P   A   T   T   
 
UCC CCA GCG UGA AGA AGG GUA CC 





G CUA GCA CCA UGG CCA AGA GCC UGU ACA ACA CCG UGG CCA CCC 
   L   A   P   W   P   R   A   C   T   T   P   W   P   P 
 
UGG AGA AGA AAC CGC CAA GAA GCU GGU GGC CCU GGG CAU CAA  
 W   R   R   N   R   Q   E   A   G   G   P   G   H   Q 
 
CGC CGU GAA GAA GAA ACC GCC AAG UUC CUG CCC AGC GAC UAC 
 R   R   E   E   E   T   A   K   F   L   P   S   D   Y 
 
UUC CCC AGC GUG AAG AAG GGU ACC 























































Le seuil de positivité a été fixé à 50 SFU/10
6
 splénocytes. Les duplicatas ont été réalisés au même moment. 




1 2 x 109 AdenoXCRYPTa 
SLYNTVATL 13 2 
KLVALGINAV 0 1 
FLPSDYFPSV 0 1 
2 1010 AdenoXCRYPTa 
SLYNTVATL 3 4 
KLVALGINAV 0 0 
FLPSDYFPSV 0 0 
3 2 x 109 AdenoXCRYPTa 
SLYNTVATL 0 1 
KLVALGINAV 0 1 
FLPSDYFPSV 0 0 
4 1010 AdenoXCRYPTa 
SLYNTVATL 14 40 
KLVALGINAV 0 0 
FLPSDYFPSV 0 0 
5 2 x 109 AdenoXCRYPTa 
SLYNTVATL 77 56 
KLVALGINAV 2 3 
FLPSDYFPSV 0 2 
6 1010 AdenoXCRYPTa 
SLYNTVATL 13 12 
KLVALGINAV 1 1 
FLPSDYFPSV 0 0 
7 2 x 109 AdenoXCRYPTa 
SLYNTVATL 0 2 
KLVALGINAV 0 1 
FLPSDYFPSV 0 1 
8 1010 AdenoXCRYPTa 
SLYNTVATL 4 1 
KLVALGINAV 0 0 
FLPSDYFPSV 0 1 
9 2 x 109 AdenoXCRYPTa 
SLYNTVATL 0 2 
KLVALGINAV 2 1 
FLPSDYFPSV 2 1 
10 1010 AdenoXCRYPTa 
SLYNTVATL 11 11 
KLVALGINAV 0 0 
FLPSDYFPSV 2 0 
 xiii 
 
Souris Doses (pfu) Vecteur Peptide Cellules sécrétrices d'INFγ par 105 splénocytes 
11 2 x 109 AdenoXCRYPTb 
SLYNTVATL 0 1 
KLVALGINAV 0 3 
FLPSDYFPSV 0 0 
12 1010 AdenoXCRYPTb 
SLYNTVATL 2 0 
KLVALGINAV 22 35 
FLPSDYFPSV 0 0 
13 2 x 109 AdenoXCRYPTb 
SLYNTVATL 0 0 
KLVALGINAV 0 2 
FLPSDYFPSV 0 0 
14 1010 AdenoXCRYPTb 
SLYNTVATL 2 3 
KLVALGINAV 3 4 
FLPSDYFPSV 1 0 
15 2 x 109 AdenoXCRYPTb 
SLYNTVATL 2 2 
KLVALGINAV 1 1 
FLPSDYFPSV 2 1 
16 1010 AdenoXCRYPTb 
SLYNTVATL 1 0 
KLVALGINAV 2 2 
FLPSDYFPSV 0 0 
17 2 x 109 AdenoXCRYPTb 
SLYNTVATL 0 2 
KLVALGINAV 1 2 
FLPSDYFPSV 1 0 
18 1010 AdenoXCRYPTb 
SLYNTVATL 1 0 
KLVALGINAV 30 12 
FLPSDYFPSV 1 2 
19 2 x 109 AdenoXCRYPTb 
SLYNTVATL 0 2 
KLVALGINAV 16 16 
FLPSDYFPSV 2 1 
20 1010 AdenoXCRYPTb 
SLYNTVATL 2 0 
KLVALGINAV 4 3 





Souris Doses (pfu) Vecteur Peptide Cellules sécrétrices d'INFγ par 105 splénocytes 
21 2 x 109 AdenoXCRYPTc 
SLYNTVATL 51 34 
KLVALGINAV 0 0 
FLPSDYFPSV 0 1 
22 1010 AdenoXCRYPTc 
SLYNTVATL 22 93 
KLVALGINAV 0 0 
FLPSDYFPSV 0 0 
23 2 x 109 AdenoXCRYPTc 
SLYNTVATL 11 20 
KLVALGINAV 0 0 
FLPSDYFPSV 0 3 
24 1010 AdenoXCRYPTc 
SLYNTVATL 2 1 
KLVALGINAV 0 0 
FLPSDYFPSV 0 0 
25 2 x 109 AdenoXCRYPTc 
SLYNTVATL 139 159 
KLVALGINAV 0 0 
FLPSDYFPSV 1 0 
26 1010 AdenoXCRYPTc 
SLYNTVATL 19 10 
KLVALGINAV 0 0 
FLPSDYFPSV 0 0 
27 2 x 109 AdenoXCRYPTc 
SLYNTVATL 26 24 
KLVALGINAV 0 0 
FLPSDYFPSV 1 0 
28 1010 AdenoXCRYPTc 
SLYNTVATL 1 0 
KLVALGINAV 0 0 
FLPSDYFPSV 0 0 
29 2 x 109 AdenoXCRYPTc 
SLYNTVATL 349 358 
KLVALGINAV 0 0 
FLPSDYFPSV 1 1 
30 1010 AdenoXCRYPTc 
SLYNTVATL 25 32 
KLVALGINAV 0 1 
FLPSDYFPSV 0 0 
